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PROPÓSITO GENERAL.
Uno de los fines últimos de la ciencia es dar respuesta  a las preguntas que se
plantea el cerebro de un ser humano. En el campo de las neurociencias nos
planteamos muchas preguntas pero no siempre obtenemos respuestas; la
mayoría de las veces obtenemos más preguntas.  Una de las líneas de  trabajo
fundamentales de la neurociencia actual, trata de correlacionar la estructura
con la función cerebral, en pro de una mejor comprensión del funcionamiento
del sistema. En este contexto, todo modelo que nos permita entender mejor la
estructura y la función del SNC debe tener en cuenta los procesos de
excitación y los procesos de inhibición.
Nos planteamos como propósito de este trabajo explorar la estructuración de
una de los de los pilares básicos del funcionamiento cerebral: la inhibición, en
particular de uno de los neurotransmisores inhibidores mas importantes que
existen: el Ácido Gamma-amino-butírico. Por lo tanto el objetivo de esta tesis
es recopilar los conocimientos actuales sobre la distribución del
neurotransmisor GABA durante el desarrollo del cerebro de rata; para intentar
comprender como integra el cerebro parte de la función inhibidora hasta llegar
a la estructura del adulto.
Para ello vamos a realizar una introducción general que revise los datos
básicos del NT GABA, su estructura, síntesis, receptores, sitios de acción, etc.
Así como su distribución en sistema nervioso central durante la vida adulta. En
la introducción adjuntaremos un apéndice, resumiendo el desarrollo
embrionario del sistema nervioso central de la rata. En el capitulo de resultados
mostraremos los mapas cerebrales embrionarios y postnatales tempranos, así
como la aparición paulatina del GABA en las distintas áreas. En la discusión
analizaremos la significación biológica de los aspectos relacionados con la
aparición del GABA en el SNC de rata. Todo ello para llegar finalmente a
presentar nuestras conclusiones.
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A lo largo de la realización del trabajo de recopilación de datos de esta tesis,
nuestra apreciación del neurotransmisor GABA ha ido cambiando, en algunos
momentos de forma pausada y en otros casos de forma rápida, pero en todo
momento este proceso ha provocado una reflexión sobre su significado.
Por ello en este trabajo apostamos por la integración de información que es
fundamental para  generar conocimiento.
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I. INTRODUCCIÓN
1.1 Introducción
En estos días de verano que celebramos el aniversario de la llegada del hombre a
la luna, he tenido una conversación con uno de los ingenieros de la NASA que
participó en la fabricación de una pequeña pieza de aquel engranaje y
comentábamos lo espectacular de aquel viaje del hombre. Lo apasionante y
magnifico que debió ser contemplar la Tierra desde la Luna por primera vez.
Nuestra divagación filosófica fué derivando hacia el cerebro humano, que había
hecho posible ese “viaje exterior” y comenzamos a hablar de la otra frontera en la
cual estamos explorando: “el viaje interior”, la aventura del conocimiento del
propio cerebro humano. Del mismo modo que este ingeniero, que participó
trabajando en una pequeña pieza, nosotros en este trabajo solo pretendemos dar
una pincelada más, que permita continuar con ese proyecto que algún día
culminará con el conocimiento del funcionamiento cerebral.
El interés por el estudio del cerebro humano se remonta probablemente al inicio
de la historia del homo sapiens como lo sugiere el hecho de que desde hace
milenios se conoce el uso de drogas psico-activas que actúan sobre el cerebro e
influyen en su comportamiento.
En los papiros egipcios (“Edwin Smith Surgical Papyrus”) escritos en el siglo XVII
antes de Cristo, ya aparecen las primeras referencias escritas. Según su traductor
– James Breasted – en este papiro se describen los síntomas, diagnostico y
pronostico de dos pacientes, heridos en la cabeza y con fracturas de cráneo1.
El texto atribuido a  Hipócrates (siglo V a.d.C.) hace una descripción que pone las
bases para el paradigma actual del conocimiento:
“El hombre debe saber que del cerebro y solo del cerebro, surgen los placeres,
alegrías, risas y bromas, así como nuestros pesares, dolores, aflicciones y
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lagrimas. A través de él, en particular, nosotros pensamos, vemos, oímos y
distinguimos lo feo de lo hermoso, lo malo de lo bueno, lo agradable de lo
desagradable”1.
La complejidad del cerebro hace que se haya abordado su estudio desde muy
diferentes puntos de vista: comenzando por el comportamiento, progresando
hacia un mayor conocimiento de la estructura y función, tanto a niveles
macroscópicos como microscópicos, histológicos, celulares, genéticos y
moleculares, desde perspectivas antropológicas, evolutivas y del desarrollo; a
nivel de comunicación entre los organismos, las células, las moléculas, etc.
Podríamos afirmar sin miedo a equivocarnos que Cajal marca un punto de
inflexión en el conocimiento cerebral y desde él a nuestros días, el viaje del
conocimiento ha sido apasionante. Son muy numerosos los trabajos que
aparecen como piezas de un puzzle que no siempre pueden encajarse con nitidez
para formar un paradigma central. La neurociencia aun no consigue explicar
completamente la complejidad / simplicidad del conjunto. Y las respuestas a las
grandes preguntas del ser humano se nos escapan como arena de playa entre los
dedos de las manos.
De todos los posibles enfoques desde los cuales nos podemos  acercar al estudio
del cerebro, quizás el citológico sea el más apasionante. La célula es la unidad
básica de la vida, tal y como la conocemos en los organismos eucariotes pero
además en los organismos pluricelulares la comunicación entre ellas adquiere una
nueva dimensión en la actuación celular. Es por ello que en nuestro trabajo nos
hemos sentido irremisiblemente atraídos por las neuronas como unidades básicas
del cerebro y por los neurotransmisores como unidades básicas de comunicación.
Y puesto que, hasta donde conocemos, el comportamiento animal esta basado en
procesos bioquímicos, ¿cómo se estructura la respuesta comportamental a un
estímulo recibido?. Parece que la interacción entre un ser vivo y su entorno, tanto
externo como interno, está organizado en base a como el ser vivo recibe la
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información de entrada – inputs sensoriales- la procesa en diferentes niveles de
análisis – medula, puente, mesencéfalo, diencéfalo, cortex – y finalmente da una
respuesta motora – outputs motores – y el conjunto de todos ellos – fisiológicos,
motor, lenguaje etc. – produciendo respuestas complejas que forman el
comportamiento global del individuo2. El paradigma actual de la neurociencia se
basa en el hecho de que todo acto de un ser vivo, que presente sistema nervioso
central, esta basado en el funcionamiento de un circuito cerebral, aunque este
aun no haya sido descrito en la actualidad3. El equilibrio entre la información de
entrada y de salida parece ser un punto decisivo de todo el proceso, es aquí
precisamente donde la inhibición debe jugar un papel relevante.
Filogeneticamente hablando a mayor grado de complejidad en la respuesta y por
tanto de procesamiento de la información en las redes neurales, mayor grado de
sofisticación a nivel de la inhibición4.
Las moléculas encargadas de la comunicación entre las neuronas -los
neurotransmisores- se pueden clasifican de forma genérica en5:
1. Excitadores: Aquellos que producen una despolarización en la membrana
postsináptica, como por ejemplo el ácido Glutámico y ácido Aspártico.
2. Inhibidores: Aquellos que producen una hiperpolarización en la membrana
postsináptica, como por ejemplo el GABA en la edad adulta y glicina.
3. Otros ejercen una acción cambiante, tanto despolarizante como
hiperpolarizante, según  el tipo de receptor postsináptico sobre el que actúan,
como por ejemplo la acetil-colina, la serotonina, etc.
Es sorprendente que dos neurotransmisores como son el ácido glutámico  -
excitador – y el GABA –inhibidor- aparezcan en toda la escala filogenética, desde
los organismos mas simples hasta los mas complejos, y muchos investigadores
como Butler & Hodos, piensan que fueron las primeras moléculas que actuaron
como neurotransmisores en la evolución5.
Cabe preguntarse por la relación que existe entre ambos; escasas diferencias a
nivel bioquímico producen a nivel funcional cambios tan bruscos como el paso de
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la excitación a la inhibición. Por un lado el glutámico como neurotransmisor
excitador ejerce un papel importante y muy beneficioso para el sistema: la
transmisión excitadora, su papel relevante y/o tal vez imprescindible en la
memoria y en el aprendizaje, en el crecimiento neural y en la diferenciación.
Simultáneamente su efecto puede ser dañino para el tejido cerebral; esto ocurre
cuando grandes cantidades de él son liberadas al espacio extracelular y se
produce una hiperactivación de sus receptores, en un proceso que se ha
denominado “excitotoxicidad” y que es de común observación en procesos como
la isquemia cerebral, las convulsiones epilépticas y los trastornos
neurodegenerativos6.
Por todo ello el estudio del GABA en su función como neurotransmisor inhibidor,
tal como se encuentra distribuido en el cerebro del animal adulto, así como el
desarrollo pre y postnatal, nos pueden permitir comprender mejor el papel de la
inhibición y su influencia sobre la excitación y sobre los mecanismos que
gobiernan el comportamiento.
Por ello vamos a desarrollar varias partes en la introducción a este trabajo:
1. Descripción de la molécula de GABA.
2. Descripción de la distribución del GABA en el animal adulto.
3. Apéndice a la introducción: Desarrollo embrionario del sistema nervioso o
neurogénesis de la rata.
Nos planteamos como objetivo de esta tesis buscar en que momento del
desarrollo embrionario se detecta el GABA o su enzima de síntesis, por primera
vez en las distintas áreas cerebrales. Finalmente en la discusión, intentaremos
encontrar un significado fisiológico y comportamental a la evolución estructural de
la inhibición, en el cerebro de rata.
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1.2.  Descripción de la molécula del neurotransmisor ácido γ-aminobutirico.
El ácido γ -aminobutirico - GABA según sus iniciales en inglés - es un
neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso de invertebrados y en el sistema
nervioso central de vertebrados7. El GABA también se ha detectado en otros
tejidos como los Islotes del páncreas y en la glándula adrenal1. En el S.N.C. de
vertebrados su concentración es mayor que la de ningún otro NT conocido y
quizás entre un 25% y un 45% de todas las terminales lo contengan8, pero existen
áreas que presentan altas densidades de GABA, como el estriado donde cerca
del 95% de los cuerpos celulares son gabaergicos6. Se piensa que la
concentración del GABA, a nivel global, sea de 100 a 1000 veces superior a otros
NT como las catecoláminas, la serotonina o la acetil colina1.
Pertenece a la familia de neurotransmisores con estructura química de
aminoácidos. Este dato es interesante: existen neuronas cuyo neurotransmisor es
una molécula especifica y ello implica una activación génica especifica, que
permite la síntesis de esa determinada molécula. En cambio existen poblaciones
de neuronas que usan aminoácidos como neurotransmisores, y estos
aminoácidos esenciales son constituyentes universales de todas las células9.
El GABA fué descubierto en tejido cerebral en 195010, con los estudios de
Awapara, Roberts y Frankels y Udenfriend, posteriormente se observó su acción
inhibitoria sobre la unión neuromuscular de crustáceos11 y finalmente en corteza
cerebral de mamíferos7,12.
Los criterios que se usan para identificar un NT son los siguientes12:
1. Debe demostrarse que el transmisor se encuentra en terminales pre-sinápticas
de la sinapsis y en las neuronas desde las cuales se originan esas terminales.
2. El transmisor debe descargarse desde la terminal pre-sináptica de manera
concomitante a la actividad nerviosa pre-sináptica.
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3. Al aplicarlo experimentalmente en las células diana, los efectos del transmisor
putativo deben ser idénticos a los efectos de la estimulación de la vía pre-
sináptica.
A principios de los años 70, la disponibilidad de antagonistas selectivos13 y
potentes del GABA, hizo que se trabajara intensamente sobre esta molécula y
finalmente fuera aceptada como sustancia neurotransmisora7.  Posteriormente se
fue poniendo de manifiesto, que junto con este papel fundamental en que actúa
como principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro de mamíferos, el GABA
puede ejercer otras funciones como promotor de la sinaptogénesis14.
La clasificación de los neurotransmisores basados en su estructura química, nos
permite ver dos grandes familias: los aminoácidos y las aminas biogénicas6. El
GABA presenta una estructura química de  aminoácido monocarboxílico, al igual
que otros neurotransmisores inhibidores como la glicina, frente a
neurotranmisores excitadores, que en general, tienen estructura de aminoácidos
dicarboxílicos como el ácido glutámico o como el ácido aspártico. Algunos autores
definen al GABA como neurotransmisor de clase II -es decir aminoácidos- de
molécula pequeña y acción rápida en el S.N.C.15.
La síntesis de GABA se realiza a través de una enzima Ácido glutámico
descarboxilasa (GAD en sus siglas en ingles), que usa como sustrato el ácido
glutámico, esta enzima produce una descarboxilación y requiere la presencia de
piridoxal fosfato como coenzima1.
Figura 1.11
CO2
Ácido Glutámico Ácido  γ-aminobutírico
GAD  + Piridoxal Fosfato
I. INTRODUCCIÓN
EVOLUCION ONTOGENETICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRNASMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
7
Aunque la síntesis de GABA está inmersa en un conjunto metabólico mucho mas
amplio, donde además están incluidos otros aminoácidos que actúan en la
neurotransmisión y que en general provienen del ciclo de Krebs1,6. En este
proceso metabólico están implicadas tanto  neuronas como  células de la glía, en
particular astrocitos16.
Una vez se ha sintetizado el GABA, este se almacena en vesículas presinápticas
hasta el momento de su liberación en la brecha sináptica, formando lo que se
conoce como sinapsis GABAérgicas.
Figura 1.2.6
Liberado a la brecha sináptica, el GABA ejerce su función actuando sobre
receptores específicos. Los estudios farmacológicos muestran que existen tres
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grandes tipos de receptores de GABA: El receptor GABA-A, el receptor GABA-B y
el  receptor GABA-C. La respuesta de cada uno de ellos es diferente. Se cree que
el receptor GABA-A es típicamente post-sinaptico y en cambio el receptor GABA-
B esta presente en las membranas pre- y post-sinápticas. El receptor GABA-A
media la respuesta rápida inhibitoria del GABA en la membrana postsinaptica1,6.
Mientras que el receptor GABA-B al estar localizado en la membrana  presinaptica
estaría implicado en  la regulación del sistema1. Como veremos mas adelante el
papel del GABA-C aún se mantiene controvertido.
Para la eliminación del GABA, este es catabolizado por reacciones de
transferencia del grupo amino para posteriormente entrar en el ciclo de los ácidos
tricarboxílicos17 .
Figura 1.3 Ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Ciclo de Krebs
La enzima acido γ-aminobutirico transaminasa o GABA-T1 es la encargada de
realizar esta función. Esta enzima se encuentra localizada en la fracción
mitocondrial de la célula, mientras la GAD que se encuentra localizada por lo
general en el animal adulto, en la fracción de los sinaptosomas17.
Glucosa
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Como veremos en el desarrollo de este trabajo, uno de los puntos más
interesantes del estudio del GABA es su maduración ontogenética tanto prenatal
como postnatal, que ocurre en todos los niveles del sistema: enzima de síntesis,
receptores, etc. Esto mismo ocurre con la enzima GABA-T, hay una sintesis
progresiva en diferentes áreas cerebrales durante la maduración. De forma que la
aparición de la enzima GABA-T se correlaciona bastante bien con la bioquímica
de maduración del sistema gabaergico18.
Una vez que el GABA ha sido transformado en las mitocondrias en semialdehido
succínico, este seguirá una ruta de reducción que llevará hasta el ácido
gammahidroxibutírico o una ruta de oxidación hacia el ácido succínico, este es el
denominado “GABA shunt”1. La distribución en diferentes áreas del encéfalo de
las enzimas del GABA- shunt,  así como su cambio durante la ontogenia son otro
elemento mas a tener en cuenta en el estudio de la maduración del sistema
gabaérgico19.
Figura 1.4 Ruta de degradación del GABA. GABA Shunt1.
Pero previo a la degradación metabólica del GABA que se realiza como hemos
explicado en el párrafo anterior esta molécula ha de ser retirada de la brecha
sináptica; y en general podemos observar que la inactivación de sustancias
GABA
Semialdehido succínico
Ac. Succínico                                     Acido Gammahidroxibutírico
        Ciclo de Krebs                                       
GABA-T
Ac láctico deshidrogenasa
Semialdehido
succínico
deshidrogenasa
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neuroactivas en la propia brecha sináptica, se puede realizar por dos
mecanismos:
1. inactivación enzimática.
2. por re-captación dependiente de consumo de energía por parte de las
neuronas o de las células gliares17.
En el caso del GABA la retirada o re-captación, de la brecha sináptica, se realiza
por un sistema dependiente de sodio  -Na+-, tanto por las propias terminales
GABAérgicas neuronales como por las células de glía que las rodean. Puede ser
que mucho del GABA reciclado sea directamente reutilizado8. Esta recogida de
GABA mediada por un transportador y dependiente de la concentración
extracelular de iones sodio y cloro. La molécula de GABA se co-transporta con
dos iones sodios y un ión cloro, utilizando los potenciales eléctricos formados por
diferentes concentraciones de estos dos iones.
El transportador del GABA, correspondiente  a este mecanismo, fue clonado en
1990 y se denominó GAT1. Los GAT2-4 fueron posteriormente clonados en base
a su homología estructural con GAT1. Estos transportadores tienen 12 posibles
dominios de transmembrana  y no muestran ninguna similitud en la secuencia con
otros transportadores previamente identificados, lo que podría indicar que los
transportadores de GABA forman una familia génica a parte17.
De los 4 transportadores identificados hasta este momento, son el GAT-1 y  GAT-
4 los que se expresan en el sistema nervioso del ratón. Con análisis inmuno-
electro-microscópicos se ha observado que GAT-1 esta principalmente en las
terminales pre-sinápticas, mientras que GAT-4 esta presente en las células de
glía. Pero mientras GAT-1 se expresa por todo el SNC, GAT-4 se observa
fundamentalmente en las células de la glía del tálamo, puente y tronco del
encéfalo. Además la expresión de estos diferentes transportadores es diferente a
lo largo del tiempo durante el desarrollo lo cual puede implicar que jueguen algún
papel en la diferenciación de los distintos tipos celulares20. La expresión de los
GAT-2 y GAT-3 en corteza cerebral de rata se ha visto que llega a los niveles del
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adulto en PND-21, y concretamente GAT-3 se expresa abundantemente en
corteza cerebral, se correlaciona con la expresión y las variaciones del propio
GABA21.
En cuanto a la retirada del GABA de la brecha sináptica, se sabe que juega un
papel importante las células de la glía y mas específicamente los astrocitos. La
glutamina sintetasa, enzima de síntesis de la glutamina,
Figura 1.516
es especifica de  astrocitos, esta enzima usa como sustrato el ácido Glutámico y
el GABA para la síntesis de glutamina22. Esto le asigna una papel fundamental en
el control entre la excitación y la inhibición. Además, sabemos que esta reacción
consume amoniaco y por tanto sirve para mantener un entorno de baja
toxicidad16.
1.3 Entorno iónico
La descripción electro-química de una sinapsis GABAérgica, podemos expresarla
por el estudio de los diferentes iones y sus equilibrios, los potenciales de
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membrana, las corrientes eléctricas generadas y las interacciones
macromoleculares de las proteínas de membrana y los neurotransmisores. Es así
tanto si funcionan como canales ionotrópicos como metabotrópicos. Vamos a
describir los diversos elementos de dichas sinapsis:
 Neurona pre-sináptica liberadora de GABA
 Brecha sináptica y entorno químico
 Neurona post-sináptica expositora de receptores
 Neurona pre-sináptica expositora de receptores
 Células de la glía circundante
Una parte de la transmisión de información en el S.N.C. se realiza por el
movimiento de iones que generan señales eléctricas.  Entre ellos destacan el
sodio (Na+), potasio (K+), calcio (Ca2+) y cloro (Cl-)23. Sabemos que estos iones
pueden cruzar la membrana a través de proteínas  trans-membrana denominadas
“canales iónicos” y como los iones son partículas cargadas eléctricamente, estos
flujos de iones son corrientes eléctricas a través de la membrana, con un efecto
inmediato sobre el potencial de membrana24. Es conocido que existe una
distribución de iones asimétrica a ambos lados de la membrana celular y este
hecho es independiente del medio en el cual viva el animal ya sea marino, agua
dulce o terrestre 24, como es el caso que nos ocupa en la rata.
En el medio intracelular el ión predominante es el K+ (Potasio) como catión y
como aniones los predominantes son moléculas orgánicas cargadas
negativamente: aminoácidos tipo Glutámico y aspártico, proteínas o ácidos
nucleicos24.
En el medio extracelular el catión mas abundante es el Na+  -(Sodio) mientras que
el anión mas abundante es el Cl- (Cloro). No mencionamos el Ca2+ (Calcio) cuyo
procesamiento es mas complejo y merecería una descripción mas detallada24.
Cada uno de los entornos, es neutro con respecto a sí mismo, pero la diferencia
de concentración de ciertos iones entre el interior y el exterior se denomina
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“gradiente de concentración” y genera un potencial de membrana 1,6,23,24.
Figura 1.6. Extraído de “Cellular and molecular neurobiology” 24.
En principio una membrana en reposo presenta un potencial de –65 mV en el
soma, debido a la existencia de la bomba Na+/K+, que mueve tres iones sodio
hacia el exterior de la célula por cada dos iones potasio hacia el interior1,15.
Los estadios en los que se puede encontrar una neurona son15:
 Reposo:
 Excitada: Generación de un potencial de acción
              Entrada de Na+ Difusión del potencial
- 45 mV
- 65 mV
Medio intracelular Medio extracelular
   Vm= -60 mV
[K+]= 140mM [K+]=3mM
[Na+]= 7 mM [Na+]= 140 mM
[Ca+2]=0.0001 mM [Ca+2]= 1.5 mM
[Cl-]= 7 mM [Cl-]= 140 mM
Proteínas
I. INTRODUCCIÓN
EVOLUCION ONTOGENETICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRNASMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
14
 Inhibida: No generación de un potencial de acción
  Entrada de Cl- a través del receptor GABA-A
   Salida de K+ a través del receptor GABA-B
Los canales por los cuales se mueven los iones, son proteínas tridimensionales
que atraviesan la bi-capa lipídica y que se abren por diversos motivos, según sea
su naturaleza24:
 Canales de voltaje: Se abren cuando se produce un cambio en el potencial de
la membrana.
 Canales de ligando, de receptor o ionotrópicos: Se abren por la unión de un
ligando externo como un neurotransmisor.
 Cuando se abren por la unión de un ligando interno como Ca+2 o un
nucleótido cíclico.
 Cuando se abren por un estimulo mecánico como son los mecano-receptores.
El gradiente electro-químico de un determinado ión, determina la dirección de la
difusión pasiva de ese ión a través del canal abierto24:
1. Gradiente químico es aquel que tiende a igualar las concentraciones a ambos
lados de la membrana.
2. Gradiente eléctrico es el que tiende a atraer cargas  diferentes e igualarlas.
3. El potencial de equilibrio de un ión es el valor del potencial de membrana
donde la fuerza de la concentración que tiende a mover los iones en una
dirección se equilibra con la fuerza eléctrica que tiende a mover al ión en
dirección contraria, es decir el potencial de membrana en el cual el flujo del ión
- 70mV
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por un canal abierto seria igual a 0.
Este proceso se rige según la Ecuación de Nerst 1,23:
RT       Co      RT Ce
V = ln  =      x 2,3 log 10
zF Ci       zF Ci
donde:
R: Constante del gas ideal : 8.314 VCK-1 mol-1
T: Temperatura absoluta en grados Kelvin
F: Constante de Faraday (96.500 Cmol –1)
Z: Valencia del ión
Ce: Concentración del ión externa
Ci: Concentración del ión interna
En el caso del cloro se puede calcular el potencial de equilibrio y el resultado es
de ECl=  –58 mV 24.
En el caso del potasio  se puede calcular el potencial de equilibrio y el resultado
es EK= -75mV 1.
Esta ecuación significa que si se abren los canales de Cl-, este entrará en la
célula por un gradiente de concentración hasta llegar a un potencial de membrana
de –58 mV, llegados a este punto los iones cloro tendrán las mismas posibilidades
de entrar que de salir y por lo tanto el flujo neto seria cero24. Teniendo en cuenta
que el potencial de reposo es de –65 mV, la apertura de los canales de Cl- tiende
a mantener el potencial de membrana muy negativo o incluso en un valor
hiperpolarizado, haciendo mas difícil la despolarización de la membrana y por lo
tanto haciendo mas difícil que la célula se excite1, 23.
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Cuando el GABA es liberado a la brecha sináptica y se une al receptor da lugar a
un flujo de Cl- hacia el interior de la célula. La estructura del receptor GABA-A es
un canal de Cl- que al abrirse produce una hiperpolarización de la membrana
post-sináptica. El GABA también puede unirse a un segundo tipo de receptor
denominado GABA-B que actúa a través de canales de K+ y/o de segundos
mensajeros1, 24.
La apertura de los canales de Cl- crea un flujo hacia el interior de la célula hasta
igualar concentraciones, y este aumento de concentración intracelular es el
responsable del aumento del numero de cargas negativas y por lo tanto de la
hiperpolarización de la membrana post-sináptica, esto hace que la neurona no
dispare un potencial de acción y por lo tanto el efecto final de la liberación del
neurotransmisor GABA es una contribución a la  inhibición del potencial de acción
en la neurona post-sináptica24.
1.4 Sinapsis GABAérgicas
El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas importante del SNC de mamíferos1.
Se encuentra prácticamente en todas las partes del cerebro que se han
estudiado1,10,12,24. Ejerce una inhibición post-sináptica rápida – dura milisegundos
- y potente y esta forma de inhibición es critica para mantener y diseñar la
comunicación neural. Así mismo el GABA puede poner en marcha una respuesta
mas lenta – de segundos de duración – metabotrópica que juega un papel muy
importante en la regulación de la neurotransmisión24.
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Figura 1.7
Cuando el GABA sale a la brecha sináptica hay varios tipos de receptores
capaces de captarlo 6:
 Receptores GABA-A post-sinápticos
 Receptores GABA-B post-sinápticos
 Receptores GABA-B pre-sinápticos
 Transportadores gliales o neuronales para ser retirado por elementos pre-
sinápticos o gliales.
Además existe la posibilidad de difusión de la brecha sináptica.
Una vez liberado el GABA tiene una vida media de milisegundos, ya sea porque la
duración de la liberación es breve ó porque el GABA  diluye su concentración en
el espacio extracelular. Además como hemos visto antes, existe un ávido sistema
de re-captación que recoge GABA de la brecha sináptica. Todos estos sistemas
controlan con rigurosidad la concentración del GABA en la brecha sináptica17,24.
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La activación de los receptores GABA-A produce una rápida y sincronizada
apertura de los canales de Cloro, provocando una rápida corriente post-sináptica
inhibitoria1,12. Cada uno de los canales evoca un potencial, pero la corriente
mediada por el GABA es la suma de las corrientes unitarias que van apareciendo
con retrasos y duraciones variables. Todo esto es dependiente de los valores
relativos del Potencial de membrana (Vm) y del potencial de inversión del cloro
(ECl)24:
 Cuando ECl es más
negativo que el Vm de
reposo la activación del
receptor GABA-A produce
una hiperpolarización de la
membrana post-sináptica y
por tanto la inhibición de la
actividad post-sináptica.
Generándose un PPSI.
Figura 1.8
ECl= -58mV  frente a un valor Vm= -50 mV
 Cuando ECl  es
cercano o igual al Vm
d e  r e p o s o ,  l a
activación del receptor
GABA-A produce una
“inhibición silenciosa”
de  la  ac t i v idad
postsináptica.
Figura 1.9
Ecl= -58 mV
Vm= -60 mV
0 2 4 6 8 mseg
Vm= -50 mV
Ecl= -58 mV
0 2 4 6 8 mseg
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ECl = -58mV frente a un valor Vm= - 60 mV
 Cuando el ECl es mas positivo que
el Vm, pero por debajo del nivel de
generación de un potencial de
acción a través de los canales de
Na+ dependientes de voltaje, la
activación del receptor GABA-A
produce una corriente
despolarizante pero inhibe  la
actividad post-sináptica.
Figura1.10
ECl = -58 mV frente a un valor Vm= -70 mV
Sin embargo cuando ECl es más positivo que el nivel de activación de los canales
de Na+ dependientes de voltaje, la activación del receptor GABA-A causa una
despolarización post-sináptica o EPSP. Hay que poner de manifiesto que este
efecto excitador teórico, del GABA nunca se ha descrito en sinapsis de adultos
sino solo en procesos de desarrollo embrionario y postnatal temprano25.
La activación de los receptores GABA-B inicia un proceso mediado por un
segundo mensajero1,8,12 que es considerablemente mas lento. Debido al retraso
inherente en las respuestas ligadas a un segundo mensajero, el GABA ha
desaparecido de la brecha sináptica antes de que la respuesta mediada por los
receptores GABA-B comience a actuar. Esta actividad ocurre a dos niveles: A
nivel pre-sináptico con la inhibición de la liberación del neurotransmisor;  a nivel
post-sinápico con la hiperpolarización de la membrana postsináptica24.
Ecl= -58 mV
Vm= -70 mV
0 2 4 6 8 mseg
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Los receptores GABA-B son más sensibles al GABA que los receptores GABA-A,
y en  estudios de curvas dosis-respuesta se observa que:
GABA-A EC50= 25 µM
GABA-B EC50= 1,6 µM
Probablemente esta mayor afinidad sea debida a diferentes factores, como la
ubicación sináptica y las coordenadas temporales de actuación24.
Las neuronas que participan en sinapsis GABAérgicas, también se denominan
células o neuronas GABAérgicas, y se encuentran repartidas por todo el
encéfalo1,15 estudio que veremos con mas detalle en el apartado sobre la
distribución del GABA en cerebro de rata adulta.
Las neuronas GABAérgicas en corteza, son células no-piramidales1, son de tipo
granular o estrelladas, que actúan como interneuronas 1,15, pero en general
podemos decir que son una población de células muy heterogéneas, tanto a nivel
morfológico, como por otras características como el perfil molecular; los intentos
de clasificar las interneuronas corticales han fracasado por falta de consenso26
Estas neuronas representan entre un 15-25% de la población cortical, frente al 75-
85% de la población cortical de células piramidales que son glutaminérgicas, es
decir utilizan el ácido Glutámico como neurotransmisor27. Las neuronas
GABAérgicas son lisas y están repartidas por todas las capas ejerciendo su
función inhibitoria, son mas numerosas en las cortezas sensoriales y asociativas y
no tanto en las cortezas motoras, lo cual sugiere un alto grado de procesamiento
intra-cortical de la entrada sensorial 15.
A nivel de microscopía electrónica se observa que son simétricas – frente a las
excitadoras glutaminérgicas que son asimétricas27 – con una densidad post-
sináptica muy delgada. Otros trabajos denominan a las sinapsis GABAérgicas de
corteza cerebral de rata, sinápsis Gray tipo 2 28.
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1.5. Acido Glutámico descarboxilasa – GAD.
La enzima de síntesis del GABA se denomina GAD o Acido Glutámico
descarboxilasa1,6. Esta enzima cataliza la reacción que transforma el ácido
Glutámico en GABA usando como cofactor el piridoxal fosfato1,6,8. La
denominación de la enzima es (GAD; EC 4.1.1.15)17.
Esta enzima tiene un origen filogenético antiguo,  su gen ha sido clonado en un
organismo eucariota simple  como Neurospora crassa, y también aparece muy
temprano en el desarrollo embrionario, como veremos mas adelante29, parece que
la filogenia y ontogenia de esta enzima tienen puntos comunes.
En el cerebro de mamíferos adultos existen dos formas de la GAD con diferente
peso molecular dato que se utiliza para nombrarlas17,29. Basados en su movilidad
electroforética se observan unos productos de peso molecular aproximado de
63kDa y otro de 59kDa30. Estas dos proteínas son producto de genes diferentes:
un gen –GAD67- esta localizado en el cromosoma 2 y codifica para una proteina
de 67kDa; un segundo gen localizado en el cromosoma 10, codifica para una
proteína de 65kDa31. Estas dos proteínas difieren en su secuencia, peso
molecular, su distribución subcelular y en las interacciones con el cofactor
piridoxal fosfato32. La enzima GAD65  tiene un peso molecular de 65KD  y una
secuencia de 585 aminoácidos17. El segundo producto génico se denomina
GAD67 y tiene un peso molecular  de 67KD y una secuencia de 593
aminoácidos17. Aunque difieren en la secuencia32, estas dos proteínas presentan
una homología del 65% 17-70%29, siendo diferente la zona N-terminal17.
En el mRNA de GAD67 existen al menos tres posibles procesamientos
alternativos, dos de los cuales se caracterizan por inserciones  de 80bp (EP10) y
86bp (E15PCR), que presentan diferentes localizaciones de los codones de inicio
y de parada, lo cual hace pensar que no codifiquen para proteínas completamente
funcionales29.
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Las dos enzimas difieren en su localización subcelular, aunque  en animales
adultos las dos isoformas se localizan en el soma y las terminales; GAD65 esta
localizada fundamentalmente en las vesículas de membrana es decir en
terminales sinápticas y GAD67 es soluble y esta distribuida fundamentalmente por
el citoplasma33. Parece por tanto que GAD65 es critica para la síntesis de GABA
que se utilizará en  la transmisión sináptica29.
Figura1.11. Extraído y modificado de “Elements of molecular Neurobiology”8.
La presencia de la GAD en cerebro de rata, se ha estudiado fundamentalmente
en individuos adultos, donde aparece un patrón de concentración bastante
homogéneo en las distintas áreas y según diferentes autores17. Pero cuando se
estudia a lo largo del desarrollo embrionario, se observa que su presencia no es
constante, es decir hay zonas, como la medula espinal de la rata, donde su
presencia es transitoria29. Esta variación afecta tanto a su distribución anatómica,
como a su patrón temporal, e incluso a la concentración durante el periodo de
maduración, actuando probablemente como elemento de control y/o  variabilidad
del sistema GABAérgico34,35 .
Hay estudios que ponen de manifiesto que la aparición temprana de transcritos de
la familia GAD coincide con la aparición del GABA, con la aparición de mRNAs del
receptor GABA-A y con la aparición de receptores GABA-A funcionales, en la
medula espinal de rata embrionaria 29.
NH3-CH-COO- CO2 NH3-CH-H 
CH2 CH2
CH2 CH2
GAD  + Piridoxal
COO- Fosfato COO-
Acido Glutámico Acido γ-aminobutírico
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Así mismo a nivel celular, la enzima de síntesis presenta un patrón de distribución
variable: primero aparece localizada en el pericarion y en las dendritas y
posteriormente en los axones y en las varicosidades axónicas36. Aunque el lugar
natural de localización de la enzima GAD sea la fase citosólica de las terminales
GABAérgicas8.
El incremento mas rápido de GAD, a nivel general,  tiene lugar durante la segunda
semana de vida postnatal, es decir entre PND7 y PND15 (Postnatal day, en siglas
en ingles PND), coincidiendo con un rápido incremento en la densidad de
varicosidades axónicas GAD+ inmunoreactivas. Este hecho es previo, en varios
días, a la fase de rápida formación de sinapsis GABAérgicas36.
Otros estudios en cambio detectan un incremento funcional de hasta 10 veces en
los primeros días de vida es decir PND1 hasta PND5 37 y un declive paulatino de
la actividad de la GAD entre el PND28 y PND 6037.
La distribución de la enzima GAD es casi tan amplia como el GABA17 y se puede
encontrar en lugares tan dispares como: las diferentes láminas de la médula
espinal38 y/o las células de la retina39. En muchas ocasiones se ha utilizado la
enzima de síntesis GAD para localizar el GABA en S.N.C.8,10,12,17, ya que solapan
en su distribución.
En este trabajo estudiaremos la distribución del GABA en rata adulta  y las
diferentes técnicas que se han utilizado para localizarlo, entre ellas la localización
de la enzima de síntesis – GAD-.
Posteriormente, cuando tratemos el tema de los receptores, comprobaremos que
la farmacología del GABA ha sido ampliamente estudiada por las diversas
aplicaciones clínicas en humanos: el control de la ansiedad y el control de las
convulsiones epilépticas, entre otras. El fármaco alilglicina bloquea  la GAD y así
impide la síntesis del neurotransmisor2.
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1.6 Receptores del GABA
Una molécula como el GABA que ejerce su cometido,  comunicando una célula
pre-sináptica con otra célula post-sináptica, requiere del concurso de otras
moléculas para poder ejercer su función. Las relaciones e interacciones
macromoleculares que tienen lugar fundamentalmente a nivel de las membranas
pre y post sinápticas se realizan gracias a los denominados receptores del GABA.
Hasta el momento se han descrito 3 tipos fundamentales de receptores del
GABA17:
 Receptor GABA-A
 Receptor GABA-B
 Receptor GABA-C
Existen varias revisiones exhaustivas sobre estos receptores24,40 aunque en este
apartado de la introducción solo haremos una exposición general que nos permita
comprender mejor el papel del GABA en el S.N.C. de rata.
1.6.1 Historia
El estudio del “comportamiento humano”, ha sido un tema que clasicamente ha
apasionado a los científicos. Una de la características fundamentales del S.N.C.
humano es el hecho de poder pensar sobre su propia estructura y funcionamiento
cerebral41.  De las muchas manifestaciones del comportamiento, algunas
emociones básicas como el miedo y la ansiedad y sus vertientes patológicas, han
sido  las que han primado, tanto desde la perspectiva funcional o comportamental
como desde la perspectiva génetica, bioquímica, molecular, citológica y de
circuitos neurales, así como su localización anatómica3.
“El miedo” ha sido, una potente herramienta evolutiva para la supervivencia del
individuo y de la especie3,42, enviando señales sobre situaciones o
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acontecimientos que suponían un peligro, disparando el sistema límbico de “lucha
o huida”, el eje neuroendocrino hipotalámico-hipofisiario-suprarenal42. Pero a su
vez el miedo se ha convertido en un arma de doble filo, ya que sí un determinado
nivel de alerta es bueno para la supervivencia, el exceso le convierte en un
proceso patológico que puede impedir el devenir normal de la vida43. Por otra
parte, si el miedo es una herramienta de supervivencia individual y de la especie,
puede que esté íntimamente ligado a otros procesos como los de memoria y
aprendizaje, tanto a nivel funcional, como desde el punto de vista anatómico:
sistema límbico: amígdala e hipocampo44.
En humanos, los desordenes de ansiedad son los trastornos psiquiátricos mas
frecuentes, estando presentes entre 10-30% de la población en general45. Los
psiquiatras definen la ansiedad como la respuesta biológica, en ausencia del
estimulo apropiado, frente a la respuesta biológica adaptativa que aparece
cuando existe una amenaza real para la vida del individuo o la progenie. En estos
casos se dispara la respuesta de “lucha o huida” con todo el dispositivo
neuroendocrino: una intensa actividad del sistema nervioso simpático, su
componente fisiológico - segregación de adrenalina y cortisol, alteración del latido
cardiaco, de la tasa y el volumen respiratorio, la transpiración y la tasa metabólica
muscular -. La duración de la crisis simpática puede variar entre los 10 y 30
minutos, siendo también  variable la frecuencia con la que se presentan estas
“crisis de ansiedad”. La primera descripción sobre estas crisis de ansiedad que
encontramos en la literatura se remonta 1860 y fue realizado por un medico militar
describiendo los síntomas de algunos soldados, y lo denominó como el “síndrome
de corazón irritable y en honor al médico que lo describió recibió el nombre de
síndrome de DaCosta”46 . Ha sido el estudio del miedo y de la ansiedad, el que ha
hecho posible el descubrimiento de los receptores de GABA46,42.
El tratamiento mas común47, a lo largo de la historia, para los trastornos de la
conducta humana ha sido el farmacológico12, y en el trastorno de la ansiedad se
comenzó a trabajar hace ya mucho tiempo, para encontrar drogas que permitieran
reducir los síntomas y se les ha denominado ansiolíticos12.
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El primer paso en el desarrollo de este tipo de drogas se dio al inicio de la década
de los cuarenta, cuando el farmacólogo F. Berger que trabajaba en el campo de
los antibióticos, buscado alternativas para cepas resistentes a las penicilinas,
encontró un grupo de sustancias que parecían prometedoras y comenzó los
estudios con animales de experimentación46. Inyectaba a ratones las sustancias y
observaba que quedaban paralizados durante un tiempo, al parecer por un
relajamiento general de la musculatura de las extremidades. Un aspecto
destacable en el estado de los ratones es que permanecían totalmente despiertos
y atentos a su entorno. Berger pensó que estos fármacos podrían ser de interés
para enfermedades de tipo muscular y así el “mefenesin” – uno de los relajantes
que Berger usó con los ratones- comenzó a aplicarse en humanos. Y resultó ser
un eficaz relajante muscular y como tal se sigue usando en nuestros días46.
Animado por los resultados
obtenidos, Berger buscó derivados
de esta molécula que potenciaran
los efectos tranquilizadores que
sugerían los pacientes a los que se
les había administrado.
Figura 1.12. Estructura de la molécula del mefenesin46
Descubrió un derivado que denomino “meprobamato”  y que tenía un mayor
efecto tranquilizador en animales
de experimentación, incluidos
monos de laboratorio.
Figura 1.13. Estructura de la
molécula de meprobamato46.
             O                   C3H7                  O
H2N  -  CH  -  OCH2   - C   -  CH2O  -  C  -  NH2
                                    CH3
Meprobamato
H
H      C      OH
H     C        OH
H      C       O
H H3C Mefenes ín
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Aunque estudios posteriores no confirmaron las expectativas iniciales de este
fármaco, si logró cambiar la mentalidad reinante en la época y asentó la idea de
poder influir selectivamente sobre la ansiedad.
Varios laboratorios comenzaron a buscar de forma específica fármacos
ansiolíticos12. El químico Leo Sternbach de los laboratorios Roche, sintetizó el
Librium y el Valium, pertenecientes a una familia denominada benzodiacepinas.
En 1963 se introdujo en clínica el uso del Valium, demostrándose su efecto
ansiolítico y de relajante muscular, aunque también produce cierta somnolencia,
pero esta se supera en las primeras semanas de tratamiento. Otra de sus
características es que genera cierto grado de adicción: con su uso continuado se
adquiere tolerancia y cuando se para bruscamente el tratamiento se presenta el
síndrome de abstinencia2.
La familia de las benzodiazepinas
además potencia los efectos
depresivos del alcohol y de los
barbitúricos y por tanto su combinación
puede ser letal y a lo largo de la historia
reciente muchas muertes han sido
atribuidas a su combinación.
Figura 1.14. Estructura de la molécula de diacepan46.
Pero, ¿cómo actúan las benzodiacepinas? La actividad selectiva sobre la
ansiedad de este grupo de compuestos estuvo claro desde el principio, de forma
que los investigadores confiaban que estudiando sus mecanismos moleculares
responsables llegarían a saber como el cerebro regula la ansiedad. A principio de
los años sesenta se averiguó que las benzodiacepinas, el meprobamato y los
barbitúricos afectaban todos a un mismo tipo de transmisión sináptica. Para ello
se realizaron estudios de tolerancia cruzada y de dependencia cruzada. A
continuación se estudiaron las interacciones de estas drogas y de determinados
CH3
N
= O
N  
Cl
Diacepán (Valium)
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neurotransmisores. Los estudios que mas éxito obtuvieron eran aquellos que se
relacionaban con el GABA, en neurotransmisor inhibidor que nos ocupa. El GABA
al unirse a su receptor disminuye la frecuencia de disparo de la neurona y se
observó que los efectos inhibidores del GABA eran potenciados por el alcohol, los
barbitúricos, el meprobamato y las benzodiacepinas46.
En 1977 se descubrió –por dos grupos
de trabajo independíentes– la existencia
en el cerebro de receptores especiales
para las benzodiacepinas, usando las
mismas técnicas que se habían usado
para la identificación de los receptores
de los péptidos opiáceos años antes.
Figura 1.15. Estructura de la molécula de GABA1.
Se incubó Valium radiactivo con membranas cerebrales y se comprobó que se
adhería de forma muy firme y selectiva. Estudios con otras benzodiacepinas
pusieron de manifiesto la correlación que existía entre la fuerza de unión a las
membranas con su potencia ansiolítica en humanos46.
La siguiente pregunta lógica era:”sí los humanos no nacen con Valium en sus
organismo ¿qué hacen los receptores de las benzodiacepinas en nuestro
cerebro?”. En los estudios iniciales se analizaron numerosos neurotransmisores
pero  no lograron identificar a ninguno.
John Tallamn en 197848 descubrió que el GABA tenía un efecto sorprendente
sobre esos sitios de unión: en lugar de competir con el Valium radioactivo que se
unía a las membranas, el GABA estimulaba la unión de la droga a los receptores
de benzodiacepina. Otros autores examinaron directamente los receptores del
GABA y hallaron que el Valium estimulaba la unión del GABA a los receptores del
GABA. El dato era que cada uno estimulaba la unión del otro a su receptor, lo cual
indicaba que en vez de unirse ambos en el mismo sitio, el GABA y el Valium se
O
NH3 - CH2 - CH2 - CH2 - C - O 
-
Molécula del Ácido gamma -aminobut írico
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unían a lugares que debían guardar una estrecha relación y que se influían
mutuamente. Los estudios posteriores han venido a demostrar que ambos
receptores se alojan en la misma macromolécula proteica. Otros trabajos, también
han permitido localizar un tercer lugar de unión que corresponde a los sedantes y
anti-convulsionantes como el fenobarbital – barbitúrico ampliamente usado para
controlar la epilepsia -.
Finalmente Eric Barnard en 198749 logró aislar los receptores GABA-
Benzodiacepina-sedante-convulsionante del resto de los componentes de la
membrana cerebral, en una única molécula proteica sensible a los iones cloro y
como es de esperar la proteína consta de numerosas subunidades.
1.6.2. Receptor GABA-A
Cuando en 1967 Krnjevic y Schwartz 24 observaron que si se aplicaba GABA
sobre un tejido nervioso se producía una hiperpolarización de la membrana
neuronal, comenzaron un camino que terminaría en 1987 con la primera
purificación de las proteínas que forman parte del receptor GABA-A49. Ello llevó a
enunciar la hipótesis de que el GABA mediaba la transmisión sináptica inhibitoria
del S.N.C. de adultos 7.
Las primeras sub-unidades se lograron aislar en geles de poliacrilamida, con la
aparición de 2 bandas, lo cual hizo sospechar la existencia de  sub-unidades.
Estas bandas se denominaron “α” la de  peso molecular de 53KD y “β”  la de peso
molecular de 56KD. Pero la confirmación de la heterogeneidad del receptor vino
dada por la clonación del cDNA de las diferentes sub-unidades: α (α1-α6) y de
β(β1-β3) conocidas hasta el momento50.
Con posterioridad, se observó que había hasta 5 tipos sub-unidades α, β, γ, δ y ρ8,
cada sub-unidad con un tamaño aproximado de entre 450-550 aminoácidos,
donde hay una homología del 30-40% en su secuencia de aminoácidos y que se
encuentra muy conservada entre las diversas especies.
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Actualmente se han clonado para el S.N.C. de mamíferos las siguientes productos
génicos24:
 6 tipos de subunidades α
 tipos de subunidades β
 1 tipo de subunidad γ
 1 tipo de subunidad δ
 1 tipo de subunidad ε
 1 tipo de subunidad π
 tipos de subunidades ρ
Como vemos el receptor GABA-A es una familia de al menos 16 sub-unidades
diferentes, que están codificadas por distintos genes y que muestran un patrón de
expresión diferente dependiendo de la edad del sujeto51 y de la localización, en el
sistema nervioso52. De hecho hay estudios que ponen de manifiesto que cada
sub-unidad presenta un patrón de expresión temporo-espacial único, que puede
influir en el desarrollo de diversas estructuras cerebrales como la corteza50. Hay
autores que han trabajado en cerebelo, proponíendolo como modelo para el
estudio de la diversidad del receptor GABA-A53,54,55.
Por otro lado se han aislado siempre pentameros40 – 5 subunidades – y  para que
sean funcionales, como receptores del GABA, tiene que haber como mínimo una
subunidad α, otra β y otra γ.  En células intactas es común ver la combinación α
1/2 β 2/3 γ224. Las diversas sub-unidades se ensamblan en forma de pentámeros
de composición variable53.
Finalmente la estructura propuesta para el receptor GABA-A 8 esta basada en la
información disponible actualmente; cada sub-unidad se sabe que presenta:
 Un dominio N-terminal hidrofílico, expuesto a la brecha sináptica extracelular.
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 4 segmentos hidrofóbicos denominados M-1, M-2, M-3 y M-4, cada uno de
ellos formado por 20 aa aproximadamente, que serian los posibles segmentos
de trans-membrana, con una estructura en α-hélice.
 El segmento M-2 de cada sub-unidad del receptor GABA-A, parece ser el
implicado en el canal y contribuye a la selección del ión así como de su
transporte. Habría un pequeño número de aminoácidos de la secuencia de
     M-2 responsable de la permeabilidad de aniones frente a la de cationes.
 Esta estructura es compatible con un canal.
Figura 1. 16. Modelo propuesto para el receptor GABA-A
Con toda esta información disponible, se ha propuesto una estructura para el
receptor GABA-A que consiste en 5 sub-unidades colocadas alrededor de un poro
central8, como se sabe que el diámetro del canal no puede ser mayor de 5,6 Å en
su punto mas estrecho, es geométricamente imposible empaquetar de otra
manera las α-hélices de las 5 sub-unidades.
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Figura 1. 17. Modelo propuesto para el receptor GABA-A, visión superior, con
poro central8 .
La farmacología del receptor GABA-A ha sido una de las mas intensamente
estudiadas en los últimos años, en un intento de encontrar dianas mas selectivas
y especificas para las drogas o fármacos en tratamiento de humanos.
El receptor del GABA-A tiene varios dominios funcionales identificados2, aunque
no todos están localizados estructuralmente:
 Lugar de unión del GABA
 Lugar de unión de las benzodiacepinas
 Lugar de unión de los barbitúricos
 Lugar de unión de los esteroides
 Lugar de unión de la picrotoxina
El lugar de unión del GABA no se conoce claramente aunque se ha estudiado
intensamente40, ya que parece que todas las sub-unidades podrían hacerlo, pero
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es la sub-unidad α la que presenta una mayor afinidad1 . Existen sustancias que
hacen aumentar o disminuir la corriente generada por el GABA de forma
reversible, son los denominados agonistas o antagonistas1,56. Estas sustancias
pueden ser un antagonista competitivo como la bicuculina 57 de origen natural, o
como el muscimol40, desarrollado tomando como modelo la propia molécula del
GABA que actúa como agonista.
El lugar de unión de las benzodiacepinas ha sido el más intensamente estudiado1,
cuando se investigaban los fármacos ansiolíticos. Estas sustancias reducen la
ansiedad, promueven el sueño, actúan como relajantes musculares y disminuyen
la actividad convulsiva en humanos. Existen pruebas de que el cerebro produce
una sustancia que seria el ligando endógeno natural del lugar de unión de las
benzodiacepinas: la metil-β-carbolina-3-caboxilato2,6, que actúa como un agonista
inverso, siendo sus efectos conductuales un aumento del miedo, la tensión y la
ansiedad, justo lo contrario que las benzodiacepinas. Algunos autores apoyan la
idea de que la β-CCM y otros neuro-moduladores son liberados en momentos de
peligro y aumentarían la motivación del animal para ejecutar conductas que le
permitan escapar o defenderse. Pero queda mucho por responder sobre los
ligandos endogenos de todas estas moléculas. El lugar de unión de las
benzodiacepinas parecía estar situado en la sub-unidad γ  40,1, pero estudios
posteriores han puesto de manifiesto que realmente es en la zona de transición
entre α y γ 2, y que podría haber secuencias de aminoácidos o zonas de M-1 y M-
2 que actúen como potenciadores de esa unión.
Parece ser que el lugar de unión de los barbitúricos, al receptor GABA-A, son las
sub-unidades α y β1, aunque otros autores se inclinan por dejar el interrogante
abierto24, sobre el lugar exacto.
La comprensión del lugar de unión de los esteroides, se debe a los estudios
realizados sobre anestesias generales, en  los cuales producen un efecto sedante
aunque de nuevo, el lugar exacto de acción sobre el receptor, es desconocido2.
En concentraciones clínicas los agentes anestésicos incrementan cerca de un
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50% la corriente de Cloro inducida por el GABA y parece ser que los receptores
GABA-A son el blanco principal de la mayor parte de los anestésicos generales12 .
A nivel molecular esto ha supuesto un gran cambio de mentalidad en la
comunidad científica, ya que se pensaba que estos esteroides interactuaban con
la bicapa lipídica y ahora se sabe que lo hacen con una proteína de membrana
como es el receptor GABA12.
Tanto las benzodiacepinas como los barbitúricos o los neuroesteroides potencian
de forma reversible la corriente generada por los receptores GABA-A, siendo
agonistas alostéricos del receptor GABA-A1,24.
La picrotoxina es una sustancia venenosa se encuentra en las semillas de un
arbusto de las Indias Orientales denominado Anamirta cocculus , que a dosis
altas produce convulsiones2,40  es el antagonista no-competivo del receptor
GABA-A1,24.
Finalmente, el mecanismo de funcionamiento del receptor GABA-A pasa por la
unión de dos moléculas de GABA, lo cual produce un cambio conformacional24 del
receptor, que le lleva  adquirir el estado de abierto. En estudios con curvas dosis-
respuesta indican que la estequiometría es de dos moléculas de GABA por
receptor, para lograr que el canal se abra, llegándose a un modelo:
Figura1.18. Modelo propuesto de activación del receptor GABA-A24.
Siendo:
G: GABA
R: Receptor
GR o G2R: Configuración cerrada del receptor con mono o bi-ligando
G2R*: Configuración abierta del receptor con dos ligandos unidos.
2G + R                       G + G-R                 G2-R                    G2R*
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Se ha estudiado por mutagénesis, cuales son los aminoácidos concretos que
permiten la activación del canal por el GABA y están localizados en la subunidad
β: Tirosina 157, treonina 160, treonina 202 y tirosina 20624.
El receptor GABA-A es un canal que es selectivamente permeable a iones de
Cloro40, como ya hemos visto anteriormente. Se ha medido el potencial de
inversión de una corriente de GABA y se observa que varía con el potencial de
equilibrio del Cloro –ECl-. Así mismo en condiciones fisiológica intra y
extracelulares normales, la corriente del GABA registrada en neuronas espinales
aisladas, se invierte a –60 mV24. (Para mas detalles ver el apartado sobre el
entorno iónico del Cloro, de esta introducción)
El receptor GABA-A es un canal de cloro, que se abre y permite la entrada de
estos iones, pero ¿cuáles son las características de esta apertura?24. Se observan
dos tipos de aperturas del canal:
 Breves aperturas, con un tiempo medio (τo) de 2,5 msg y que se piensa que
contribuyen poco al total de la corriente.
 Ráfagas o salvas de aperturas. Se define una ráfaga como una secuencia de
aperturas cada una de ellas con un tiempo medio de apertura, separadas por
un periodo de cierre. Podríamos expresarlo de la siguiente manera:
τo = Tiempo de apertura de breve duración, es decir al menos 5 msg el canal
abierto
τc = Tiempo con el canal cerrado o de silencio, donde la corriente es cero
τb = Tiempo de ráfaga = Σ τo +Σ τc = 20-50 msg
El receptor GABA-A es un receptor que se desensibiliza, es decir hay una caída
en la respuesta del receptor al aumentar la concentración de GABA, en un
proceso de inhibición por concentración de ligando. Al aumentar la concentración
de GABA en el medio, de la activación de larga duración que se había producido
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en el receptor, en el estadio de doble ligando abierto, se  pasaría a una situación
de  doble ligando desensibilizado y cerrado 24.
Resumiendo, podemos decir que el receptor GABA-A es un canal de cloro que
cuando se le une el neurotransmisor GABA, genera en la neurona post-sináptica
un IPSP. Además puesto que el receptor presenta unas amplias posibilidades de
expresión de diferentes sub-unidades a lo largo del desarrollo y de la vida adulta,
así como en las diferentes ubicaciones en sistema nervioso. Todo ello le convierte
en un actor privilegiado en el proceso de organización neurológica y de
funcionamiento cerebral
1.6.3. Receptores GABA-B
El intenso estudio de los receptores del GABA-A, llevó a definir un segundo tipo
de receptor que se denominó GABA-B.  El grupo de Hill y Bowery58 estaba
trabajando con un agonista del GABA –el baclofen– que administrado por vía
oral, cruzaba la barrera hematoencefálica, pero que no actuaba sobre los
receptores conocidos previamente como GABA-A. El trabajo había comenzado en
los años 70 y el estudio de este fármaco permitió ver que reproducía algunas de
las funciones del GABA como disminuir el tono muscular e inhibir la actividad
refleja de la médula espinal, aunque también presentaba algunas diferencias
como por ejemplo la insensibilidad al antagonista clásico del GABA, la
bicuculina24. Finalmente el trabajo publicado por este grupo reconoció la
existencia de un segundo tipo de receptores. Así además del  receptor GABA-A
que es un canal de Cloro, es decir de naturaleza ionotrópica, el receptor GABA-B
es de tipo metabotrópico2,17,24,40, es decir actúa por medio de un segundo
mensajero1.
El estudio de los receptores GABA-B ha permitido ver que para que sean
completamente funcionales,  requieren del acoplamiento de dos productos
génicos; denominados GABA-BR1 y GABA-BR259, siendo el receptor GABA-B el
primer ejemplo de un heterodímero funcional metabotropico24.
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En 199717  se clonaron con éxito el GABA-BR1 y se encontraron 2 isoformas la
R1a y la R1b. Su secuencia indicó que no existían similitudes con la secuencia de
los receptores GABA-A o GABA-C, pero si con la familia 3 de proteínas G-
acopladas1, las proteínas G, son aquellas que ligan nucleótidos Guanidil. Esta
familia incluye miembros como los receptores metabotrópicos del glutámico6,17,
receptores sensibles a Ca2+, receptores de feromonas y receptores gustativos.
Esta familia posee algunas características comunes muy interesantes24:
 Extremos N-terminales de gran tamaño, expuestos extra-celularmente que
juegan un papel importante en la unión al ligando.
 Siete dominios de trans-membrana
 Un primer bucle intracelular de tamaño corto y muy conservado y con un papel
critico en la activación de la proteína G.
 Un segundo bucle intracelular que resulta clave para el acoplamiento selectivo
de la proteína G.
 Un extremo carboxi-terminal que es el mas variable y que es la diana de
interacciones con múltiples proteínas.
 Las proteínas G presentan 3 sub-unidades: α, β, γ.
Figura 1.19. Modelo propuesto del receptor GABA-B
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La subunidad del receptor R-1 tiene identificadas hasta ahora 4 isoformas
identificadas24 siendo las primeras conocidas, como hemos dicho anteriormente,
R-1a de 130KD y R-1b de 100kD y que presentan un alto grado de similitud60. La
tercera denominada R-1c, se genera por la inserción de 31 aminoácidos entre el
2º bucle extracelular y la 5º región de trans-membrana de un GABA-B R-1a o de
un GABA-B R-1b. La ultima en ser  identificada se ha designado como GABA-B
R-1d y es idéntica a GABA-BR-1b, pero tiene una inserción de 566 pares de
bases que produce una secuencia de aminoácidos diferente en la secuencia
carboxiterminal24.
Farmacológicamente los receptores GABA-B se diferencian de los receptores
GABA-A por ser insensible a la bicuculina y por la activación selectiva con el
blacofen 2,17,24. El blacofen es estereo-específico, es decir el isómero (-) es 100
veces mas potente que el isómero (+)24. El lugar de unión del agonista es sobre
R-1, en dominio amino-terminal extracelular24
El receptor del GABA-B para unir el GABA requiere de la presencia de cationes
divalentes – otra de las diferencias con el receptor GABA-A que no los necesita -.
La potencia de la unión es como aparece a continuación:
Mn 2+ = Ni 2+ >Mg 2+ >Ca 2+ > Sr 2+ >Ba 2+
La localización de los receptores GABA-B es tanto pre-sináptica – modulando la
liberación del neurotransmisor17 – como post-sináptica – participando en la
inhibición-61 y en la liberación de neurotransmisores como L-glutámico,
noradrenalina, dopamina, 5hydroxitriptamina, sustancia P, entre otras 17.
La secuencia de pasos de este proceso seria la siguiente24:
 Se libera el GABA
 El GABA se liga al receptor GABA-B
 El receptor GABA-B sufre un cambio conformacional
 Este cambio potencia la unión de la proteína G
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 A su vez la unión de la proteína G potencia la afinidad del receptor por su
agonista, el GABA.
 La unión de la proteína G al receptor cataliza el cambio de GDP a GTP en la
sub-unidad α de la proteína G.
 Esto provoca la disociación de la proteína G del receptor, el cual vuelve a su
estado de baja afinidad.
 La proteína G a su vez se disocia en la sub-unidad α y en las sub-unidades β y
γ, que ahora están libres para actuar sobre varios efectores.
 La señal termina cuando la GTPasa endógena de la sub-unidad α convierte de
nuevo el GTP en GDP.
 Esto provoca la disociación de la sub-unidad α del efector y la re-asociación
con las sub-unidades β y γ.
 Esta unión con α, inhibe la interacción de β y γ con sus efectores.
Como hemos dicho anteriormente, los receptores GABA-B son proteínas G
acopladas a diferentes mecanismos efectores24,62 . Esquemáticamente:
 Figura 1.20. Modelo de actuación en cascada del receptor GABA-B24
GABA
Receptor GABA-B
Proteínas G
Gα                                                       Gβγ
Adenilato-ciclasa                             Canales de potasio
         ATP          AMP-c
              Gβγ
      Canales de Ca 2+
     dependientes de voltaje
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La adenilato ciclasa1 enzima encargada de transformar el ATP en AMP-c23 ,
regula funciones celulares como la transcripción génica, el metabolismo celular y
la plasticidad sináptica. El GABA, a través de sus receptores GABA-B y las
proteínas G regulan la actividad de esta enzima, inhibiéndola a través de la sub-
unidad α. Sin embargo las sub-unidades β y γ pueden favorecer la acumulación
de AMP-c, actuando sobre otros miembros de la familia de las adenilato-ciclasa
(Tipos I a IX). Por lo tanto el GABA actúa sobre el equilibrio entre la estimulación /
inhibición del AMP-c24.
Figura 1.21. Esquema de actuación del receptor GABA-B
La activación  de los receptores GABA-B inhibe los canales de calcio
dependientes de voltaje40. Estos canales que son los grandes controladores de la
entrada de Ca2+ en la neurona23, y se activan por despolarización de la
membrana neuronal. La función ultima de este proceso es la generación de
potenciales de acción así como la trasducción de la señal y la liberación del
neurotransmisor. La inhibición de los canales de Ca2+ depende de las proteínas
G, a través de la interacción directa de las sub-unidades β y γ con el canal de
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calcio. Esto no hace disminuir el número de canales de calcio funcionales sino
alterando su dependencia del voltaje24.
Los receptores GABA-B activan los canales de K+17. Los canales de potasio
–denominados Kir -, acoplados a las proteínas G lo hacen a través de las sub-
unidades β y γ. Se produce un cambio en la conductancia de los canales de
potasio, ya que la salida del potasio genera una gran hiperpolarización en la
membrana que estaba en reposo, generando un IPSP15,63.
Continuando con el trabajo que habían iniciado en 1987 cuando describieron la
existencia de este segundo tipo de receptor, Bowery et all64 estudiaron la
distribución en SNC de rata del receptor GABA-B; observando que esta presente
en todas las áreas cerebrales estudiadas, pero en general existe una
predominancia de los receptores GABA-A frente a los receptores GABA-B. Las
regiones cerebrales que poseen la mas alta densidad de receptores GABA-B son
los núcleos talámicos, la capa molecular del cerebelo, la corteza cerebral, el
núcleo interpeduncular y la lámina II y III de la médula espinal. Los receptores
GABA-B están ampliamente distribuidos por todo el sistema meso-cortico-límbico
62. Hay, sin embargo,  algunas excepciones, donde el receptor GABA-B es mas
abundante que el receptor GABA-A, como son la capa molecular del cerebelo y el
núcleo interpeduncular del mesencéfalo40. Otros estudios posteriores han
observado que el receptor GABA-B puede llegar a ser el 90% del total de los
lugares de unión al GABA, en zonas como el tronco del encéfalo y algunos
núcleos talámicos24.
El receptor GABA-B al igual que el receptor GABA-A, presenta una expresión
diferencial a lo largo del desarrollo embrionario61 y postnatal65. El mRNA del
receptor GABA-B se detecta por primera vez en el tubo neural en ED-1166, de los
dos productos génicos conocidos BR1 y BR2,  existe una mayor expresión de
BR1 que de BR2, que se mantiene hasta ED-17 cuando se estudia en el bulbo
olfativo y el estriado, pero que se equilibra en el animal adulto excepto en las
capas celulares granulares y glomerulares del bulbo olfativo y en el estriado66. Así
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mismo BR1 se detecta en ED-11,5 en medula espinal y neuroepitelio de corteza
cerebral67, en ED-12,5 ya se encuentra en hipocampo y en los neuroepitelios de
corteza cerebral, intermedio, posterior y pontino, sin que estos días se detecte
BR-267,68. Durante este periodo del desarrollo el patrón de expresión del mRNA
para BR1, es máximo entre ED-15,5 y 19,9 frente a la patrón de BR2 que va
desde 15,5 hasta 21,569. Aunque BR2 ya se detecta en pequeñas cantidades en
neocortex en ED-1461, expresándose los dos subtipos en el estrato cortical, pero
también en la zona marginal y el sub-estrato61. En ED-18 se detectan BR1a, BR1b
y BR2 en la sustancia gris de la medula espinal71.En el hipocampo los receptores
GABA-B se distribuyen ampliamente durante el desarrollo y tanto el B1 Como B2
están presentes pre y post sinapticámente70. En el desarrollo postnatal tanto BR1
como BR2 se distribuyen en la corteza de ratas en células piramidales, estando
ausentes de las células Cajal-Retzius de la capa I61. Además en la medula espinal
de rata postnatal en PND-2, hay un descenso general pero ahora se concentra en
las motoneuronas  del asta ventral71. En general podemos decir que en medula
espinal de rata Br1a se mantiene constante durante el desarrollo, BRb1, va
aumentando desde PND-2 hasta llegar a los niveles del adulto, mientras que BR2,
decrece desde PND-2 hasta el nivel del adulto71.
Debido a esta expresión temporal y espacial variable, a este receptor se le han
atribuido otras  funciones como son: tróficas en la sinaptogénesis71, señalización
para la migración de neuronas embrionarias72, potenciación a largo plazo de las
sinapsis73. Concretamente el receptor GABA-B pasa por un proceso de regulación
dinámica durante el desarrollo del cerebelo, asociado con el establecimiento y
maduración de las sinápsis glutaminérgicas de las células de Purkinje74. Todas
estas expresiones diferenciales  espacio-temporales, le convierten en una pieza
clave del sistema gabaérgico, así como en la organización neurológica del SNC
del animal adulto, como opinan numerosas autores69,75.
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1.6.4. Receptores GABA-C
Como hemos señalado anteriormente, la liberación del GABA, activa tres tipos de
receptores 17, uno de los cuales es el receptor GABA-C. Los receptores GABA-C
también son ionotrópicos, pero con diferentes características que los receptores
GABA-A, a nivel farmacológico. Algunos autores los consideran como un subtipo
de los receptores GABA-A24. Pero el receptor GABA-C presenta unas
características diferenciales de GABA-A, ya que no tiene la misma respuesta a la
bicuculina17, de hecho el receptor GABA-C es insensible a las drogas que
modulan la actividad de los receptores GABA-A y GABA-B, y son activados
selectivamente por el ácido cis-4-aminoacrotónico 17. Pero claramente producen
corrientes de Cl-40 . El receptor GABA-C es mas sensible al GABA que el receptor
GABA-A17. Los receptores GABA-C expresan la sub-unidad ρ76 y las sub-
unidades ρ, no aparecen con frecuencia, esto llevó a algunos autores a clasificar
a los receptores GABA-C, como una especialización de los receptores GABA-A24.
Este, parece ser un receptor de la ruta visual, ya que en la retina se han
detectado las sub-unidades ρ -rho1, rho2, rho377- que se expresan en los
bastones 40, aunque también ha aparecido en colículo superior, lo cual puede
parecer que este implicado específicamente con el procesamiento del movimiento
a nivel de campos visuales78.
En estudios mas recientes se ha detectado la sub-unidad ρ2 en otras áreas del
S.N.C. como el hipocampo y la corteza24, así como ρ1 en el soma y las dendritas
de las células de Purknje77.
Los receptores ionotrópicos GABA-C producen corrientes de Cloro que son
insensibles a la bicuculina y tienen una expresión diferencial en el periodo
embrionario y postnatal frente al cerebro del adulto76, tal y como se ha estudiado a
través de la expresión del mRNA en diferentes áreas cerebrales como las células
de Purkinje del cerebelo o el hipocampo79.
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1.7. Otras funciones del GABA
Además de su papel como neurotransmisor inhibidor en el cerebro adulto de
mamíferos y de excitador durante el desarrollo, al GABA se le han asignado otras
funciones, especialmente en el periodo embrionario y postnatal temprano, antes
de llegar a la edad adulta. Estas funciones podrían resumirse:
• Papel neurotrófico y promotor de la migración
• Protector
• Modelador de circuitos: Osciladores
• Promotor de la sinaptogénesis
• Otros
Papel neurotrófico y promotor de la migración.
Durante el desarrollo del SNC, los neuroblastos proliferan en las zonas
germinales del neuroepitelio y migran hacia sus posiciones finales
fundamentalmente a través de las fibras de la glía radial, pero además gracias a
factores ambientales que condicionan el movimiento de las células y las
moléculas que forman la matriz extracelular que son las mas firmes candidatas a
realizar esta labor junto con diversos factores de crecimiento. Pero el GABA
también ejerce efectos tróficos sobre las neuronas inmaduras80, como ocurre en
células embrionarias de médula espinal en  ED-13, donde el GABA y NGF se co-
localizan en fibras cercanas a las dianas de destino de la neuronas que migran.
Así mismo el GABA en la medula espinal puede favorecer el desarrollo neuronal,
regulando el pH neuronal en los estadios tempranos del desarrollo81.
También se ha observado que muchas células embrionarias de la medula espinal
de rata expresan de forma transitoria formas de bajo peso molecular de la enzima
de síntesis – GAD -, pero estas células no expresan GABA, solo aquellas que
logran síntesis y procesamiento de la enzima GAD 67, una de las isoformas de la
enzima como veíamos en la introducción, logran expresar el GABA, pero
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distribuido de forma difusa por el citoplasma, ya que este no se detecta en
sinaptosomas hasta el nacimiento, todas estas circunstancias hacen sospechar
en un papel trófico o metabólico durante el periodo de desarrollo embrionario82.
Así mismo se ha observado en células del tronco del encéfalo obtenidas de  ED-
14, que expresan fenotipos monoaminergicos, serotonina-positivas y
noradrenalina-positivas, presentan receptores del GABA-A, que median los
efectos tróficos del GABA83.
Esto también ocurre en neuronas corticales embrionarias, cuando deben migrar
desde la zona ventricular hacia elestrato cortical y el GABA estimula la motilidad
celular. El GABA puede actuar a diferentes concentraciones: concentraciones de
GABA femtomolar provoca quimio-taxis - movilidad a lo largo de un gradiente
químico - y el GABA a concentraciones micromolares provoca quimio-cinesis -
aumento de movimientos al azar -84.
En este papel asignado al GABA como promotor de la migración, parece estar
implicado en la estructuración de la corteza cerebral en capas.  La reelina es una
proteína que presenta algunas similitudes con otras proteínas constituyentes de la
matriz extracelular, esta implicada en el desarrollo estructuras laminares en la
corteza. Existe un porcentaje de entre el 50-60% de neuronas GABAérgicas que
expresan reelina, segregándola a los espacios peri-neuronales85. Se ha
observado que en cultivos donde esta presente la laminina, esta favorece la
diferenciación de las neuronas del neuroepitelio e incrementa la proliferación de
las células GABAérgicas86. Algunos autores han propuesto que el propio GABA
actúa como factor trófico del desarrollo neural de forma auto-limitante, al
depender la actividad GABAérgica de los niveles de mRNA de los transportadores
de potasio y cloro –KCC2-, cuyos niveles son decisivos en el cambio de función
del GABA de despolarizante a hiperpolarizante87.
También se ha observado que el GABA produce incrementos en los niveles de
Ca+2 intracelular en zonas ventriculares, en parte a través de la activación de
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canales de calcio dependientes de voltaje; puede actuar haciendo descender el
numero de células embrionarias corticales que sintetizan DNA. Todos estos datos
han llevado a estos autores a enunciar un nuevo papel para el GABA como
regulador de la neurogenesis neocortical88.
Protector.
La parvoalbumina es una proteína que liga calcio y co-existe con el GABA en las
ínter neuronas inhibitorias corticales, del hipocampo y las células de Purkinje en
cerebelo, pero solo aparece en fases postnatales, con un desfase de 1 o 2
semanas con respecto a la inmunoreactividad al GABA, y parece que la expresión
de la parvoalbumina está subordinada a la actividad fisiológica de estos
circuitos89. Se ha comprobado que el GABA favorece la supervivencia pero no la
proliferación de ínter-neuronas  parvoalbumina-inmunoreactivas en el neoestriado,
aunque parece que también puede promover la migración de subpoblaciones de
estas  ínter-neuronas 90.
Como se ha observado en numerosas ocasiones el ácido glutámico y el GABA
actúan remodelando circuitos neurales, en concreto se ha observado que el
GABA en hipocampo de rata, previene la regresión dendrítica inducida por el
ácido glutámico97.
A nivel más general podríamos decir que en los procesos de excitotoxicidad,
cuando se presenta una situación de hiperactividad por una sobreactivación de
los receptores de glutámico, el GABA puede impedir en un primer momento que
se desencadene la cascada de sucesos que llevaran finalmente  a la muerte
célula97; aunque queda mucho por conocer de los procesos moleculares
implicados algunos aspectos se van conociendo, siendo clave para la protección
celular el equilibrio entre excitación e inhibición.
I. INTRODUCCIÓN
EVOLUCION ONTOGENETICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRNASMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
47
Modelador de circuitos: Osciladores.
La actividad oscilatoria sincrónica de circuitos corticales inmaduros puede estar
dirigida por neuronas GABAérgicas del sub-estrato97, lo que sugiere una función
integradora que sincroniza la actividad neuronal, de todas las señales de entrada
tanto intrínsecas como extrínsecas que se redistribuyen a través de todo el estrato
cortical en desarrollo.
Promotor de la sinaptogénesis.
El cono de crecimiento es el responsable de la elongación axonal y de encontrar
el camino hacia la diana, a través de la respuesta que va dando a diversos
factores que actúan como moduladores del crecimiento neurítico y parece que el
GABA y su receptor GABA-A actúan a este nivel favoreciendo la sinaptogénesis91.
Las interacciones entre los neurotransmisores regulan el crecimiento neurítico en
células hipocámpicas en desarrollo y se ha observado que el GABA actúa como
promotor de la sinaptogénesis y del crecimiento97.
Miscelanea.
Entre todas las funciones que le han sido asignadas al GABA, están aquellas que
le relacionan con las células de glía, con la que como ya hemos ido mencionando,
mantiene una estrecha colaboración.  Se ha observado que la señalización
GABAérgica media en la organización morfológica de los astrocitos en el
telencéfalo de rata adulta92. Además se ha comprobado que el GABA podría
presentar acciones excitadoras después de una agresión o trauma neuronal93.
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1.8. El neurotransmisor GABA en el cerebro de la rata adulta.
1.8.1. Coordenadas temporales.
La distribución del GABA en el S.N.C. de rata puede estudiarse en diversas
coordenadas temporales. Se pueden diferenciar tres grandes periodos, en
relación con la presencia de poblaciones neuronales GABAérgicas:
 Periodo embrionario
 Periodo postnatal
 Periodo adulto
El periodo o etapa embrionaria. Este periodo va desde el momento de la
concepción hasta el final de la gestación de la rata94. Normalmente se denomina
por sus siglas en ingles “Embryonic Day” ED como hemos visto anteriormente, y
dura 22 días, datándose los fetos como ED-1 hasta ED-22. La aparición del GABA
a lo largo de este periodo temporal y las coordenadas espaciales en las que tiene
lugar son el objeto de nuestro trabajo y lo expondremos en el apartado
correspondiente resultados.
Periodo o etapa postnatal. Este periodo se denomina en la literatura en general,
por sus siglas en ingles “Post-Natal Day” PND y su duración es variable, como
veremos en el capitulo dedicado a  desarrollo postnatal. El GABA sufre cambios y
transformaciones a lo largo del desarrollo. Existen zonas donde hay una
presencia transitoria de GABA antes de alcanzar los niveles del adulto o puede
llegar a desaparecer. Los cambios que sufre el GABA a lo largo del desarrollo se
consideran un reflejo de la maduración del los circuitos cerebrales o de la intensa
sinaptogénesis y mielinización que se produce durante este periodo95.
Debemos tener en cuenta que en el periodo embrionario todo el proceso está
mediado fundamentalmente por variables de tipo genético y por la situación
fisiológica en que se encuentra la madre gestante; pero en este periodo postnatal
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además de las variables genéticas debemos tener en cuenta la interacción del
sistema nervioso con el entorno, como motor de las modificaciones de circuitos
por la estimulación o la ausencia de la misma96. Esta selección funcional de unos
circuitos frente a otros tiene consecuencias importantes en los niveles de
neurotransmisores97. Los resultados del estudio del GABA en los periodos
embrionarios y postnatal los expondremos en el capitulo de resultados de la tesis.
Periodo o etapa adulta. Una vez alcanzado el final del desarrollo, el GABA llega
a una distribución y una concentración que se mantiene constante hasta el final
de la vida1.
En este apartado de la introducción, haremos un resumen del conocimiento actual
sobre la distribución del GABA en el cerebro de rata adulta. El neurotransmisor
GABA ha sido ampliamente estudiado en los últimos treinta años, y en todos los
manuales de Neurociencia existen uno o varios capítulos dedicados a este
tema1,10,17.
1.8.2. Distribución del  neurotransmisor GABA en el cerebro de rata adulta
El neurotransmisor GABA se detectó por primera vez en tejido cerebral de
animales adultos en 195010, posteriormente en 1967 se observó que aplicando
GABA se producía una hiperpolarización de la membrana neuronal10 y esto llevó a
enunciar la hipótesis de que el GABA mediaba en la transmisión sináptica
inhibitoria del S.N.C. de adulto. Finalmente en 1973 se aceptó el GABA como
neurotransmisor inhibidor, al cumplimentar todos los criterios dados para una
sustancia transmisora7. A lo largo del tiempo estas neuronas que utilizan GABA
como neurotransmisor han sido denominadas “neuronas GABAérgicas”.
La localización del GABA en el S.N.C. de animales adultos se ha realizado
fundamentalmente por tres métodos, sobre los cuales los diversos autores
muestran su acuerdo y son10:
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 Inmunohistoquímica de la GAD - enzima  de síntesis -.
 Inmunohistoquímica del GABA.
 Auto radiografía de GABA marcado radiactivamente.
Localización a través de la inmunohistoquímica de la Ácido Glutámico
descarboxilasa o GAD.
A lo largo de los años todos los laboratorios que trabajan en el tema, han llegado
al acuerdo generalizado, de que la localización de la enzima de síntesis GAD es
un marcador fiable de la presencia de GABA en una célula, ya que se solapa en
su distribución con la del neurotransmisor GABA17.
Debido al gran tamaño que presenta esta proteína enzimática – compuesta por
las dos sub-unidades que veíamos anteriormente, la GAD65 y la GAD6717– una
vez que el tejido ha sido fijado, rara vez puede salir fuera de la célula, salvo que
esta fuera tratada con fuertes detergentes10.
En 1973, el grupo del Dr. E. Roberts, purificó la enzima GAD y produjo un
antisuero especifico en conejo, esto permitió visualizar por primera vez de forma
inequívoca las células gabergicas10. Así mismo se constató que las neuronas que
usan otros neurotransmisores no contienen cantidades de GAD que sean
significativas o distinguibles del fondo, de igual forma las células de la glia no
contiene GAD10.
Localización a través de la inmunohistoquímica del GABA.
También se han producido anticuerpos para el propio GABA, pero este proceso
presenta dificultades técnicas, dado el tamaño de la molécula, ya que el GABA es
muy pequeña. Los fijadores que contienen glutaldehido retienen el GABA en el
tejido durante los procesos de preparación histologica10.
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Localización a través de la autoradiografía del GABA marcado
radiactivamente.
Esta técnica se descartó rápidamente como mecanismo de detección del GABA10,
ya que la presencia de GABA no es exclusiva de las terminales presinápticas
GABAérgicas. Como hemos visto anteriormente, en las sinapsis GABAérgicas hay
implicadas varios tipos de células – neuronas pre-sinápticas que liberan GABA
como neurotransmisor, neuronas post-sinápticas que presentan receptores de
GABA en sus dendritas o cuerpos celulares, pero que a su vez pueden liberar en
sus terminaciones axónicas otro tipo de neurotransmisor, o células de glía
circundante que van a participar en el mantenimiento del entorno bioquímico con
la captación de GABA de la brecha sinaptica24 – todas estas células pueden
aparecer marcadas. Pero solo las células presinápticas que lo liberan como
neurotransmior son realmente células GABAérgicas.
Por lo tanto, existe el acuerdo de utilizar como marcador en el estudio de
localización del GABA su enzima de síntesis GAD. Es decir, se considera que si
una neurona contiene GAD demostrable inmunocitoquimicamente, esa neurona
puede sintetizar GABA y usarlo como neurotransmisor7,10 . Últimamente se ha
utilizado en la localización de  GAD la identificación del mRNA que lo sintetiza y
aunque los resultados en su mayoría son coincidentes existen algunas pequeñas
diferencias17. En nuestro trabajo de localización de células GABAérgicas
utilizaremos indistintamente tanto la inmunohistoquímica del GABA como GAD.
Además en corteza cerebral, muchas de las células  que usan GABA como
neurotransmisor, también pueden dar positivo para otro tipo de sustancias como
son la Parvoalbumina (PV), la sustancia P y otros pépticos conocidos1,98,99,
usándose en ocasiones la co-localización6.
La localización de la enzima GAD a nivel subcelular es variable en función del tipo
de célula que estemos estudiando - con o sin axón1 – del area cerebral – médula
frente a corteza, cerebelo frente a bulbo olfatorio10 – o del momento del desarrollo
– animal postnatal o animal adulto100-. Pero en general se localiza en los
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vesículas de las terminales axónicas10 de las células GABAérgicas. En cuerpos
celulares se localiza en aquellos tipos de células que no presentan
prolongaciones como son las células granulares del bulbo olfativo10.
La tipología de las células GABAérgicas se ha estudiado intensamente,
intentándose realizar clasificaciónes1 pero hay que atender a muchos tipos de
variables como las características morfológicas de la células, de las
prolongaciones, por sus conexiones sináptica aferentes o eferentes y si participan
en circuitos locales o son células de proyección10.Y es que siendo el GABA el
neurotransmisor inhibidor mas ampliamente repartido por el sistema nervioso
central de mamiferos1,7,10,17,24, una clasificación tiene que ser compleja, por
obligación. Cuantitativamente el “sistema GABA” es tan importante para los
sistemas inhibitorios como lo es el “sistema glutámico” para los sistemas
excitatorios1,7,10,17,24. Mientras que las neuronas monoaminérgicas o colinérgicas,
constituyen pequeñas poblaciones o núcleos de células similares, las neuronas
GABAérgicas forman un sistema ampliamente distribuido1,7,10,17,24. En algunas
regiones presenta elevadas concentraciones, del orden de µmoles/g de tejido
congelado, lo que representa aproximadamente 1000 veces la concentración de
las monoaminas6,107.
Pero en general, podríamos decir que el GABA, es el neurotransmisor de células
pequeñas (no-piramidales) que integran circuitos locales y que no presentan
espinas dendríticas, es decir que son lisas1. Abundan en regiones tales como
corteza, bulbo olfativo, hipocampo, cerebelo, retina, entre otras1,10,107. Existen
excepciones a lo anteriormente dicho, como son las células de Purkinje que son
neuronas de proyección que usan el GABA como NT, o los tractos de proyección
que van desde el estriado a la sustancia negra107.
Médula espinal
El GABA ha sido localizado en la medula espinal del cerebro de rata adulta17. La
localización se ha realizado tanto con anticuerpo anti-GABA101 como con
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anticuerpos anti-GAD102. Se detectan células GABA en todas las láminas de la
sustancia gris espinal, desde la capa I hasta la capa X, excepto el pool de
motoneuronas de la lámina IX5, pero presentan una mayor densidad en las capas
I-III y en la capa X101,5 , de hecho lo que se observa es un gradiente de tinción,
que comienza siendo muy intenso en las capas I-III y que decrece ventralmente101.
Los cuerpos celulares GAD(+) más pequeños –9 a 13 µm- se localizan en las
capas I-III y el tamaño de los cuerpos celulares aumenta progresivamente hacia
las laminas mas ventrales, alcanzando un tamaño máximo en la lamina VII donde
el tamaño medio es de 12 a 19 µm5.
Es interesante poner de manifiesto que
en la capa X existen dos poblaciones de
células morfológicamente diferentes –
esféricas y elongadas – que son GAD(+)
y que contactan con el liquido
cefaloraquideo5.
Figura 1.22121,103
Las células GABAérgicas de la medula son
interneuronas 101. Las capas mas
superficiales, que son las que presentan
una mayor densidad 5,101, de células GABA,
están implicadas en recibir, modular y
transmitir impulsos de fibras aferentes
primarias101, lo cual puede darnos una idea
del papel que juega el GABA en modular la
intensidad del estimulo ascendente.
Figura 1.23121
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Especialmente de las vías espino-talámicas que transmiten temperatura y
nocicepción, de las cuales las células GABA participan, siendo células que
además presentan sustancia P101.
Núcleos del tronco del encéfalo
En el núcleo dorsal del rafe aparece una intensa tinción de células GABA
inmunoreactivas, especialmente cerca del cuarto ventrículo104 en el neuropilo de
este núcleo, aunque parece que el numero real de células productoras de GABA
es escaso40.
En el locus coeruleus, la enzima GAD está presente en las terminales que
sinaptan sobre las dendritas y el cuerpo celular de las neuronas noradrenérgicas,
estas células se originan en el núcleo del prepositus hipogloso. Sin embargo no
existe ninguna célula GABAérgica intrínseca en este núcleo40.
Formación reticular
Las rutas de la formación reticular se han
estudiado en función del NT que usan y se
ha observado que la ruta GABAérgica5 surge
en la parte reticulata de la sustancia negra y
estas células GABAérgicas mandan sus
axones a los componentes parvocelulares de
la formación reticular, las cuales participan
en el control de los músculos de la boca y de
la región facial, el tectum del mesencéfalo y
varios grupos de células del tálamo5.
Figura 1.241,15.
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Las neuronas GABAérgicas también se encuentran en el núcleo reticular
magnocelular, proyectando estas neuronas a la médula espinal, y median en la
perdida de tono muscular que ocurre durante la fase del sueño REM5. En la
sustancia negra el neuropilo nigral muestra una inmunoreactividad GAD muy
intensa, especialmente en la parte pars-compacta, donde se observa que las
células GAD-inmunopoositivas, rodean completamente a las células no teñidas40.
En cambio en la pars-reticulata se encuentran muchas menos terminales
GABAérgicas, siguiendo un patrón a parches40.
Las sinapsis GABAérgicas constituyen la gran mayoría de las sinapsis de este
área, cubriendo virtualmente todas las dendritas y el soma o cuerpo celular de las
células nigrales – que son dopaminergicas1-, pero el origen de estas terminales
GABAérgicas que sinaptan en la sustancia negra tiene su origen en células que
están localizadas en el estriado, particularmente en la parte posterior1, y el pálido40
así como el caudado y el putamen5, como veremos posteriormente.
Cerebelo
El cerebelo constituye una estructura
muy estudiada desde todos los
puntos de vista, incluidos los
neurotransmisores que intervienen
en sus comunicaciones. Esta
estructura especifica de vertebrados
e s t á  m u y  c o n s e r v a d a
evolutivamente5, y aunque solo
representa un 10% del volumen total
del cerebro, incluye mas de la mitad
Figura 1.25 108,108
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de todas sus neuronas, en una estructura muy compacta y altamente organizada1.
El cerebelo está implicado en funciones como el control del equilibrio, el ajuste de
la acción motota, el tono muscular1 y quizás también en algunos aspectos
cognitivos, como el lenguaje en humanos5. Se ha estudiado intensamente en los
últimos 25 años para describir la neuroquímica del GABA5, siendo la corteza
cerebelosa una estructura especialmente rica en estructuras GABAérgicas40.
Los botones GABA(+), son mas abundantes en la capa molecular que en la capa
granular40. Las células en cesta y estrelladas de la capa molecular, también son
GABAérgicas y expresan GAD5,40,105.
Las células de Golgi – pertenecientes a la capa granular5 se pueden dividir en dos
sub-poblaciones: Aquellas que usan el GABA105,106 como neurotransmisor y las
que usan la Glicina107. Las otras células que están en esta capa -las células
granulares-, expresan receptores de GABA105, para poder procesar la entrada de
información GABAérgica desde las células de Golgi106, pero no lo usan como
neurotransmisor, sino que usan el ácido glutamico97.
La capa de células de Purkinje que aparece a continuación, fueron las primeras
neuronas de vertebrados reconocidas como gabérgicas40, estas células son la
única salida de información del cerebelo y Masao Ito demostró que todas las
neuronas de Purkinje usan el GABA como neurotransmisor1. Estas neuronas son
visualmente las mas impresionantes del cerebro de vertebrados108, con un gran
soma y un elaborado árbol dentritico105 que se extiende a lo largo de la capa
molecular5.
Aunque como hemos visto anteriormente la mayoría de las células GABAérgicas
son interneuronas y actúan en circuitos locales, algunas de ellas puede actuar
como neuronas de proyección, como las celulas de Purkinje1; en el cerebelo se
han encontrado algunas otras neuronas GABAérgicas de proyección en los
núcleos corticales cerebelosos109.
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Figura 1.26. Diferentes tipos celulares presentes en cerebelo. Expresión de GABA
y receptores105.
Hipotálamo
Se ha observado que el GABA suprime la función de las neuronas hipotalámicas y
modula la secreción hormonal, tanto en el hipotálamo como en la pituitaria; por lo
tanto se ha sugerido que es el neurotransmisor inhibidor dominante en el
hipotálamo110.
El hipotálamo como estructura implicada en la actividad neurosecretora de
hormonas ha sido ampliamente estudiado, y se ha detectado la presencia de
neuronas GABAérgicas10,111 que juegan un importante papel en la modulación de
la producción y segregación111. Encontramos inervación GABAérgica en 5 núcleos
del hipotálamo basal: el núcleo supraquiasmático, el núcleo supraóptico, el núcleo
arcuato, el núcleo medial parvocelular paraventricular y el núcleo lateral
magnocelular paraventricular111. El GABA esta asociado al 50% de todos los
botones pre-sinapticos110.
TIPOS CELULARES DE
CEREBELO
EXPRESAN GAD
USAN EL GABA COMO NT
EXPRESAN RECEPTORES GABA
SUB-UNIDADES DE GABA-A
Células estrelladas GABA – NT ∝3-β2-γ2S-γ2L
Células de Purkinje GABA-NT α1-β2-β3-γ2L-γ2S
Células en cesta GABA-NT ∝1-β2-γ2S-γ2L
Células de Golgi GABA-NT α2?-α3?-γ1?
Células granulares NO α1-α6-α4-β2-β3-β1
γ2S-γ2L-γ3
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Tálamo
El tálamo, es una estructura compleja formada por varios núcleos, donde
encontramos presencia de células GABA imnunoreactivas en el núcleo reticular
del tálamo5,40,112,113 y en el núcleo geniculado lateral112, que forma parte de la via
optica, mientras que no se encuentran en los núcleos ventrolateral, intralaminar,
talámicos mediales y el ventrobasal112.
EL núcleo reticular del tálamo es una hoja de neuronas de unos 200  µm de
grosor en la rata que encapsula zonas rostrales y laterales del tálamo
dorsal114.Las neuronas GABAérgicas son las células mayoritarias del núcleo
reticular del tálamo113 y también positivas para parvoalbumina5. Y reciben
entradas de células GABAérgicas de proyección desde el prosencefalo caudal
basal114.
Las células del núcleo
reticular del tálamo
(NRT) generan un
s i s t e m a  d e
autoinhibición112y son la
fuente de la inhibición
GABAérgica, recurrente
y de corta latencia y
bilateral5 sobre el
tálamo dorsal5,40 ,114.
Figura 1.27 1, 112.
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Este núcleo NTR es un núcleo compuesto enteramente por neuronas
GABAérgicas, que funcionan como un marcapasos que sincroniza las
oscilaciones tálamo corticales115.
Retina
Hay numerosos estudios  sobre los neurotransmisores presentes en diferentes
tipos celulares de la retina, detectándose la presencia de células GABAérgicas
por  ejemplo en las células amacrinas de la retina1,116. La inmunoreactividad al
GABA también se ha asociado con la capa plexiforme externa estos procesos son
derivados de las células GABA(+) horizontales116.
Núcleos septales
La tinción para la enzima GAD en el neuropilo es intensa en el núcleo septal
lateral y en cambio es débil o moderado en otros núcleos como el septum medial,
el núcleo de la banda diagonal de Broca y el núcleo (bed) de la estria terminal40.
Los cuerpos celulares GAD(+) presentes en las zonas septales pertenecen a dos
tipos de celulas40:
 Grupo de pequeñas neuronas en el núcleo septal lateral, especialmente en la
parte dorsal.
 Grupo de células grandes en el núcleo de la banda diagonal de Broca y el
septo medial.
La mayoría de las terminales GABAérgicas del área septal corresponden a
neuronas intrinsecas40.
Hipocampo
En animal adulto en el hipocampo117, las neuronas GABA son células no-
piramidales que están localizadas fuera de la capa piramidal y fuera de la capa
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granular. Estas células no-piramidales según estos autores representan menos
del 10% de la población celular117. La población del hipocampo esta formada
por118:
 células granulares 10 6
 células piramidales 4 x 105
 células no-piramidales 8 x 104
Probablemente junto al cerebelo, el hipocampo sea
otra de las estructuras mas estudiadas desde el punto
de vista de la morfología, así como de los circuitos y los
neurotransmisores que utilizan24. Diversos estudios
indican que tanto el GABA como la enzima GAD están
presentes en el hipocampo aunque las diversas
láminas presentan diferentes cantidades de marcaje40.
Figura 1.28108
Estas células GABAérgicas que representan un 11% del total de neuronas del
hipocampo, son interneuronas118 y su función parece estar relacionada con el
control del flujo de información a través del hipocampo ya que todas las sinapsis
de los pasos intermedios de este circuito usan glutámico97 pero están modulados
por sinapsis GABAérgicas de las interneuronas. Estas células además son
positivas para otros péptidos como la sustancia P40,118 .
Las terminales GABAérgicas del hipocampo, forman un denso plexo sobre los
somas de las células piramidales de las regiones C1-C3 y alrededor de las células
granulares de la fascia dentada, siendo especialmente alta en las células C340.
Estos botones GABA(+) se encuentran sobre el segmento anterior de la célula,
especialmente el soma como hemos dicho anteriormente, las dendritas basales y
apicales, el cono axónico y el segmento inicial. También aparecen terminales
GABAérgicas sobre las propias interneuronas del las áreas C1, C3 y de la fascia
Hipocampo
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dentada40, permitiendo esbozar la posibilidad de un circuito de auto inhibición
como veíamos en el apartado anterior del NRT.
La mayoría de las terminales GABAérgicas del hipocampo son intrínsecas, es
decir de circuitos locales, pero reciben también entradas GABAérgicas de otras
zonas como40:
 Corteza entorinal vía “ruta perforada”
 Del septum vía fimbria-fornix
 De fibras septo-hipocampicas.
Ganglios basales / Complejo estriado-palidal
En muchos de los textos consultados hemos encontrado como ejemplo de circuito
gabaérgico el que implica el control motor entre los núcleos del mesencéfalo y
complejo estriado palidal1,5,15. Este complejo circuito se ha estudiado desde
muchos puntos de vista, pero la inmunocitoquimica de la GAD ha puesto de
relevancia el papel importante de la inhibición10.
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Figura1.291
En función de la presencia de marcaje GAD se han establecido varias zonas – el
concepto de zona fue propuesto por Nauta Jr10. La zona 1 representa el alocortex
y el neocortex, la zona 2 –estriado- consiste en el caudado y putamen, núcleo
acumbens y el tubérculo olfativo incluyendo grupos de células granulares de la
isla de Calleja, y la zona 3 - pálido- que agrupa al globo pálido, el núcleo
entopeduncular, el pálido ventral y la sustancia nigra pars reticulata10.
La zona 1 presenta una densidad de terminales axónicas de baja a media y una
densidad de cuerpos celulares en el rango bajo medio, en comparación con la
zona 2 que se caracteriza por una densidad media/alta de puntos GAD(+) y por
una alta densidad de cuerpos celulares. Finalmente la zona 3 muestra la densidad
mas alta tanto de terminales peridendriticas y perisomáticas, así como de cuerpos
celulares10.
En el estriado del adulto las aferentes dopaminérgicas ejercen un control
inhibitorio sobre la expresión de la enzima de síntesis GAD119.
En el núcleo accumbens se han detectado que hay altos niveles de tinción con
GAD en este area40.
Corteza Cerebral
Como muy bien describió Cajal en su
histología del cortex, de pueden observar dos
grandes grupos de células: Las células
piramidales y el otro gran grupo son las
células no-piramidales1. Estas dos tipos
células difieren en muchas características
morfológicas, funcionales además de
neuroquímicas.
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                                                     Figura 1.301
Las neuronas piramidales son de proyección es decir son la vía de salida de la
corteza, usan el glutámico o el aspártico como neurotransmisor1,120. Las células
no-piramidales o interneuronas usan el GABA como neurotransmisor120. Su
función es variada ya que aunque se pensaba que actuaban únicamente como
interneuronas en circuitos locales hoy sabemos que también pueden recorrer
distancias mayores, aunque no se puedan denominar neuronas de proyección
como las típicas neuronas piramidales. Estas neuronas no-piramidales se pueden
clasificar morfológicamente en varios subtipos y tienen elaboradas ramificaciones
axonales y  diversos nombres que hacen referencia a ello1.
Todas estas neuronas no-piramidales que actúan sobre la elaboración y
modulación de la respuesta de salida de las neuronas piramidales, como hemos
dicho anteriormente, usan fundamentalmente el GABA como neurotransmisor1.
El porcentaje de células no-piramidales / piramidales, en la corteza es variable a
lo largo del desarrollo y por lo tanto de sus respectivos neurotransmisores, pero
teniendo en cuenta que la corteza es la zona cerebral con mayor número de
neuronas, a excepción del cerebelo, tiene toda la razón de ser, el dato que
dábamos al inicio de este apartado: el GABA es el neurotransmisor mas
abundante en sistema nervioso central de mamíferos40.
El GABA se encuentra en todas las capas de la corteza, pero abunda más en
unas que en otras, de hecho el GABA o su enzima de síntesis se detectan,
usando técnicas de inmunotinción en todas las áreas corticales1,17 en neuronas
no-piramidales.
La capa I  que es la mas externa y esta justo debajo de la pía mater1. Esta capa
tiene pocos cuerpos celulares y esta compuesta por axones que corren
lateralmente a la superficie; en esta capa todas las neuronas son células
denominadas Cajal-Retzius y presentan el GABA como neurotransmisor14. La
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capa II presenta fundamentalmente pequeñas neuronas piramidales1 y la capa III
con grandes neuronas piramidales1, son la principal fuente de salida de
información hacia otras áreas corticales. La capa IV es rica en neuronas no-
piramidales y recibe la mayoría de axones con entrada de información que
proviene del tálamo1. La Capa V contiene la grandes neuronas piramidales, estas
neuronas son el origen de los largos axones que salen de la corteza y descienden
hasta los ganglios basales, el tronco del encéfalo y la medula espinal1. Finalmente
la capa VI contiene neuronas piramidales que proyectan sus axones sobre el
tálamo1, la sustancia blanca que se encuentra justo debajo de la capa VI lleva los
axones de entrada y salida del cortex1.
Bulbo Olfativo
La visualización de la tinción para GAD
en el bulbo olfativo nos muestra un
gradiente radial que es mas intenso en
los glomérulos y la capa plexiforme y
menos intenso en el neuropilo y las capas
profundas40. Se han identificado como
neuronas GABAérgicas las células
granuales1, las células periglomerulares
son positivas para GAD, así como las
células de axón corto40. Figura 1.29108
Resumiendo los datos, anteriormente expuestos, podemos observar que existen
dos tipos de áreas que exponemos a continuación (en presentación caudo-
cefálica):
1. Áreas cerebrales ricas en cuerpos celulares GABAérgicos 10:
 Medula espinal
Rexed I-III
Rexed X
 Núcleos del rafe
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 Formación reticular
 Romboencéfalo
 Cerebelo: Células de Purkinje
Células en cesta
Células estrelladas
 Órgano periventricular: Area postrema
 Sustancia gris central
 Mesencéfalo
 Hipotálamo
 Tálamo: Sustancia gris central
Núcleo reticular del tálamo
Núcleo geniculado lateral
 Septum
 Hipocampo: Giro dentado
Cuerno de Ammon
Ganglios basales y complejo amigdalar: Estriado,Pálido
Amígdala
 Neocortex: Capa I: lámina molecular
 Sustancia blanca subcortical
 Bulbo olfativo – Rinencéfalo
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Figura 1.32121
2. Áreas cerebrales ricas en terminales GABAérgicas10:
 Medula espinal:
Rexed I
Rexed IIb y IIIa
Rexed IV
Rexed X
 Núcleo del rafe pálido parte ventral
 Romboencéfalo
 Cerebelo
 Órgano paraventricular
 Sustancia gris central
 Mesencéfalo
 Hipotálamo
 Tálamo
 Septum y banda diagonal
 Ganglios basales y complejo amigdalar: Estriado, Pálido, Complejo amigdalar
 Bulbo olfativo – Rinencénfalo
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Figura 1.33121
Hemos incluido algunas figuras para facilitar la ubicación espacial del GABA en
las distintas áreas del cerebro de rata adulta. Algunos de estos diagramas se han
realizado basándose en los mapas cerebrales del Atlas esterotáxico de rata
adulta, realizado por Paxinos y Watson121.
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APÉNDICE A LA INTRODUCCIÓN: DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA RATA
Uno de los objetivos de esta tesis es que el lector cuando llegue al capítulo de
resultados pueda seguirlos adecuadamente. Por ello hemos incluido este
apéndice a la introducción, sobre el desarrollo embrionario de la rata, o
neurogénesis1,2,3. La introducción propiamente dicha, trata del neurotransmisor
GABA - de su mecanismo de síntesis, de liberación, su función y su distribución
en el cerebro de rata adulta –. Estas líneas generales sobre el desarrollo
embrionario del cerebro de rata, nos permitirá localizar mejor las coordenadas
espacio-temporales en las cuales se ubica nuestro trabajo.
El trabajo en sistema nervioso central de rata es abundante en la bibliografía,
correspondiendo la rata a la clasificación taxonómica4:
Clase: Mamalia
Subclase: Prototeria
Orden: Monotremata
Rattus norvegicus
El desarrollo embrionario de la rata sigue unas pautas y patrones generales
comunes a todos los mamíferos, aunque también presenta algunas
particularidades1. El periodo gestacional de la rata dura 22 días1
denominándose por sus siglas inglesas ED – embrionic day-. La mayoría de los
autores definen la noche de la copula como ED-0, y el día siguiente cuando se
detecta el esperma en la vagina como ED-15 existen otro tipo de
nomenclaturas, pero esta es la mas utilizada en la bibliografía. Del periodo
gestacional (ED-0 hasta ED-22), en este trabajo nos interesa
fundamentalmente a partir del ED-11 momento en el cual se produce el cierre
del tubo neural6. Hemos encontrado en la literatura algunos datos que no son
coincidentes como los estadios de 3-vesiculas y de 5-vesiculas, donde según
los diferentes autores se producen el diferentes días5,7embrionarios. Ante estas
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divergencias hemos optado por los datos mas recientes7, ya que asumimos
que la tecnología va mejorando los elementos de medida.
El futuro S.N.C. parte de una organización celular, evoluciona hacia una
organización histológica, para llegar a una organización neuro-funcional. En
este proceso se unen por un lado el desarrollo individual de las diferentes
células, y el desarrollo conjunto para dar un tejido2. La elección del fenotipo del
neurotransmisor es un paso crucial en el desarrollo neural 8, en qué momento
una célula elige el fenotipo del neurotransmisor GABA como neurotransmisor
inhibidor frente a otros, y muy específicamente frente al Glutámico, ya que la
célula precursora da tanto neuronas Gabaérgicas como glutaminergicas, lo que
sugiere que los precursores tienen el potencial de generar ambos tipos8.
La rata pertenece al grupo de animales que presentan un ciclo de estro corto
de 4 a 5 días1, durante el cual en el proestro crecen rápidamente los folículos,
desapareciendo los restos de los cuerpos luteos de la fase anterior. Durante el
estro tienen su máximo de crecimiento los folículos y al final de este periodo la
hembra acepta la copula. En la siguiente fase o metestro, es cuando se
produce la ovulación y se forma el nuevo cuerpo luteo y la fase final o diestro
se caracteriza por el crecimiento continuo de los folículos y del cuerpo luteo1.
ED-0
Tras la fecundación del huevo existen varios procesos hasta que entre 21 y 23
horas después de la penetración se observa el primer huso de segmentación1 .
ED-1
La primera división se produce a las 25 horas aproximadamente1. Este huevo
fecundado que se divide en dos células denominadas blastomeros, da lugar al
embrión de 2-células2. La segunda división tiene lugar en dos blastomeros casi
simultáneamente por lo que es muy raro ver un estadio de 3-células1.
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ED-2 y ED-3
En las siguientes horas se van a seguir dividiendo dando lugar a los estadios
de 4,8,16 y 32-células2 y estas divisiones ocurren cada 18-24 horas
aproximadamente1. El estadio de 4-células se encuentra entre las 40 y las 70
horas después de la cópula. Esta pequeña esfera multicelular se denomina
mórula2.
ED-4
A continuación se produce una invaginación central y se forma un blastocisto2,
la pared externa queda formada por células denominadas trofoblastos que
serán parte del sistema de soporte embrionario y alimentación y estará
íntimamente ligado a los tejidos uterinos2.Este proceso tiene lugar entre las 80
y 110 horas de la copula1. A las 110 horas el blastocisto pasa a denominarse
blástula y comienza a abandonar la zona pelúcida y se alcanza el lumen del
útero1.
Durante todo este periodo el huevo fecundado se ha dividido dando lugar a una
serie de células denominadas blastómeros, y al conjunto se le llama mórula. La
mórula entra en un proceso de cambios denominados gastrulación, cuyo
objetivo es la formación de las tres capas embrionarias: Ectodermo,
mesodermo y endodermo. Este proceso de gastrulación permite pasar al
sistema de 2 a 3 planos y adquirir la 3ª dimensión1,3.
Se produce una invaginación de la zona externa hacia el interior formando un
poro – blastoporo –comenzando desde la zona ventral y finalmente se forman
dos capas: una externa y otra interna. La porción dorsal del blastoporo tiene
características organizativas de todo este proceso. La externa formará la
placenta y las membranas embrionarias y se denomina trofoblasto.
La interna formada por el blastocisto – cavidad del liquido amniótico – y por las
células que dan lugar al embrión. Estas células se aplanan y se forma el disco
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embrionario. Este disco embrionario consta de dos capas: el epiblasto y el
hipoblasto. El epiblasto dará lugar al ectodermo. El hipoblasto dará lugar al
endodermo.
La formación del sistema nervioso central se inicia con la gastrulación en un
proceso denominado neurulación1,3.
ED-5
Cuando la mórula llega al lúmen de la cavidad uterina se prepara todo para la
implantación y en la segunda parte de ED-5 la mayoría de los blastómeros han
perdido la zona pelúcida y se aproximan a la superficie uterina. Al final de ED-5
estas células se unen a la capa profunda epitelial del útero, produciéndose la
implantación1.
ED-6
Durante este periodo los blastomeros aumentan de tamaño y se alargan y el
epitelio se transforma en el espacio de implantación1.En algunos estudios con
marcaje radiactivo y posterior disociación y fraccionamiento de células
neocorticales, se detecta la aparición de una población de células producidas
en ED-6,3, que exhiben un ciclo celular de 7,6 horas y alcanzan su máximo en
ED-14 con 5x10-6 células9.
ED-7
Durante la fase final de ED-6 y ED-7 tiene lugar un proceso de rápida
diferenciación en el blastocisto dando lugar al nódulo ectodermal, al cono
ectoplacental y a una cavidad central1.
En ED-7/8, se detecta con marcaje radioactivo y posterior disociación y
fraccionamiento celular, el nacimiento de una población de células corticales,
con un ciclo de 9 horas que se expandiendo hasta ED-18 alcanzando una
población total de células de 4,4 x 10-7 células9.
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ED-8
En este día el embrión pasa por un considerable cambio a nivel de crecimiento
y de diferenciación interna1.En este día se produce el proceso de gastrulación
en la rata 7. En ED-8 el eje longitudinal del disco trilaminar tiene forma de “U”,
esta inversión de las capas embrionarias se conoce como “entipy”7.
Como en otros roedores la orientación del ectodermo y del endodermo difiere
de otros mamíferos: el ectodermo esta rodeado por el endodermo dando un
disco germinal con forma de copa1. En este momento comienza a formarse el
mesodermo1,7. Esta tercera capa germinal, proviene de un conjunto de células
del endodermo que se desplaza2. El cerebro es el primer órgano reconocible
que se diferencia en el embrión y el suelo neural su primera manifestación
detectable7. Este suelo neural es la parte mas gruesa del ectodermo del disco
embrionario trilaminar y es inducido por el mesodermo subyacente3.
ED-9
Los acontecimientos que ocurren entre ED-9 y ED-10 se suelen presentar
juntos porque son un continuo que no tiene sentido separar1, pero vamos a
realizar un  esfuerzo por sistematizar los pasos intermedios.
En ED-9 el suelo neural se ha diferenciado7 y las hendiduras ópticas han
comenzado a evaginarse7 justo en el estadio de 5 somitas en este día de
gestación, justo después de que haya aparecido la cabeza en el estadio de 2-3
somitas7. El extremo rostral del embrión ha comenzado a doblarse
ventralmente formando el pliegue cefálico, el eje en forma de “U” de ED-8 se ha
convertido en ED-9 en forma de “S”7.
En ED-9 el suelo notocordal se extiende por todo el recorrido hacia la
membrana orofaringea, en los estadios tempranos del desarrollo del disco
embrionario trilaminar7.
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En la fase inicial de la neurulación la esfera inicial del embrión sufre una
elongación rostro caudal dando una estructura en forma de zapatilla2. En la
zona media un grupo de células forman el nódulo de Hensen, que actúa como
organizador del tejido ectodérmico que se va a convertir en neuroectodermo5.
Por su parte en el mesodermo aparecen una serie de células con forma de
cuerda que se denomina notocorda2. Seria éste el momento en el cual se
formaría el nódulo de Hensen, pero en ratas no se desarrolla dicho nódulo1. El
mesodermo se extiende a ambos lados del plato notocordal como dos alas
laterales1.
En ED-9 se puede observar en esta región, el suelo neural, antes de que
aparezcan el primer par de somitas7. El suelo neural temprano esta centrado
en la capa ectodérmica, por lo que el neuroectodermo esta rodeado por un
ectodermo somático7. El suelo neural esta rodeado bilateralmente y de forma
simétrica, constituyendo un lado derecho y un lado izquierdo con un depresión
en la línea media que constituye el surco neural, el cual define un eje
longitudinal7. Además el suelo neural tiene una superficie ventral y otra dorsal,
que da al mesodermo y a la cavidad amniótica7. Por lo tanto los tres ejes más
importantes de organización del sistema nervioso central ya son evidentes en
el estadio de disco embrionario trilaminar7.
Según el suelo neural se va desarrollando en ED-9, aparece una estrecha cinta
longitudinal de ectodermo a nivel de lo que será el 4 somita, denominada cresta
neural7. La cresta neural genera neuronas del sistema nervioso periférico2,3 y
una serie de placodas que se diferencian del ectodermo somático7.
Histologicamente este suelo neural es un epitelio pseudoestratificado de 1
célula de grosor que contiene solo células progenitoras7. La neurulación de la
rata se produce en los estadios de 2 a 13 somitas en los días ED-9 y ED-107.
La característica diferencial mas evidente del Sistema Nervioso Central de
vertebrados es que se produce por invaginación frente al proceso de
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delaminación de los invertebrados7, la rata  por tanto produce su SNC por
invaginación.
ED-10 – Estadio de cierre del tubo neural y 3-vesiculas7.
Al principio de ED-10 en el estadio de 5 somitas, la región rostral del suelo
neural, se ha doblado ventralmente, perpendicularmente a las partes mas
caudales del suelo neural y la membrana orofaringea se ha doblado incluso
mas, es decir el disco embrionario trilaminar se ha doblado formando una “U”7.
Las crestas neurales se elevan y se dibujan siendo visibles en ED-101. Los
márgenes laterales gradualmente se aproximan y se fusionan dorsalmente, la
progresión de la fusión en la rata comienza en el estadio de 10-11 somitas en
la mitad de ED-10, dando lugar a un neuroporo dorsal y otro caudal7.
En ED-10 el plato neural en ratas comienza a fusionarse y a formar el tubo
neural5. Continua el proceso de neurulación que había comenzado el día
anterior7.
Según se cierra el neuroporo rostral se pueden observar las tres primeras
vesículas cerebrales2:
- Prosencéfalo
- Mesencéfalo
- Romboencéfalo
En la ratas este estadio se puede reconocer durante la segunda mitad de ED-
107. En ED-10 no se observa capa del manto7. Como hemos dicho
anteriormente hay autores que localizan este estadio en  ED-12 donde se
visualizan las tres vesículas: prosencéfalo, mesencéfalo, romboencéfalo5.
Este estadio de tres vesículas se corresponde con dos curvaturas o flexiones la
cefálica y la cervical2 .
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El romboencéfalo se desarrolla en un patrón segmental  que especifica los
lugares donde ciertos nervios craneales se originan3, a las abultamientos se les
denomina “rombómeros” y cada rombómero se asocia con un territorio de
desarrollo y formará un ganglio – conjunto de cuerpos neuronales  cuyos
axones forman un nervio – 3. En este momento inicial de la diferenciación ya se
observan las áreas prospectivas de algunos de estos ganglios o núcleos en el
tronco del encéfalo7. Los núcleos ya presentes son:
- III Oculomotor común o motor ocular común
- IV Troclear o patetico
- V Trigémino
- VI Abducens o motor ocular externo
- VII Facial
- IX Glosofaringeo
- X Vago
- XII Hipogloso
Faltan por aparecer el par I olfatorio, II óptico, VIII vestibulococlear, XI espinal
accesorio7.El nombre de los diferentes núcleos esta tomado del Kandel 2 y del
Carlson10.
ED-11: 4-13 somitas: Longitud C-R 2.0mm1 - Estadio de 5-vesiculas7
A partir de ED-11 los fetos se van a datar de forma diferente, basándose en
parámetros morfológicos como la longitud CR – siglas en ingles de Crown-
Rump: literalmente corona-cuartos traseros -1. Además según diversos autores
este es el día del cierre completo del tubo neural 6.
En el estadio de 8 somitas1, que según estaría al final de ED-10, pero que
según otros autores ya esta en ED-116,7 el extremo rostral del suelo neural
continua creciendo rápidamente en dirección rostral7 suceden dos importantes
sucesos:
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- La membrana orofaringea se rompe, formando una abertura entre la
cavidad oral y el intestino7.
- La notocorda internalizada ha reemplazado al suelo notocordal, excepto el
la región caudal de la ruptura de la membrana orofaringea. Esta región se
denomina suelo precordal y se expande considerablemente y contiene una
mezcla de células asociadas con el suelo notocordal rostral y la membrana
orofaringea7.
Los bordes del suelo neural del prosencéfalo se fusionan y el neuroporo rostral
se cierra6 y aparece la vesícula prosencefálica7. A partir del momento del cierre
del neuroporo rostral se ha dividido la línea media en una zona ventral o floor
plate( traducida como lamina del suelo o lamina basal) y en una zona dorsal o
roof plate (traducido como lamina del techo o lamina alar)7. Aunque existe
cierto grado de controversia aún, entre los diferentes autores en la
nomenclatura y en el proceso de diferenciación en este punto6.
Pero lo que sí observamos es que el tubo neural está polarizado a lo largo de
un eje dorso-ventral3. En la medula espinal la región dorsal es donde las
neuronas sensoriales reciben los estímulos , mientras que en la región ventral
es donde residen las neuronas motoras y en medio residen muchas
interneuronas que actúan como estaciones de relevo entre ellas2. La polaridad
del tubo neural es inducida por señales que provienen de su entorno mas
inmediato: el patrón dorsal es impuesto por la epidermis y el patrón ventral es
inducido por la notocorda3.
Un agente de la especificación ventral es la proteína “Sonic hedgehog –
Alambrada sónica” inicialmente producida por la notocorda3,11, esta proteína
induce a las células a convertirse en la lamina del suelo o lamina basal, a su
vez estas células comienzan a segregar esta proteína  y se genera un
gradiente de concentración de esta proteína3. Las células de la lamina basal
inducen la formación de las neuronas motoras2.
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El patrón dorsal del tubo neural esta inducido por una superfamilia de proteínas
denominadas TGF-β3. La epidermis establece un centro de señalización que
induce la expresión de algunos de los miembros de esta familia en la lamina
alar del tubo neural3. Diferentes grupos de células están expuestas a diversas
concentraciones de proteínas de los distintos miembros de la familia TGF-β en
diferentes momentos: estos gradientes espacio temporales inducen diferentes
tipos de factores de transcripción en células a diferentes distancias de la lamina
alar, dado lugar a diferentes identidades celulares3. Las células de la lamina
alar serán aferentes2.
La maduración del mesencéfalo y el romboencéfalo esta menos estudiada7. La
mejor manera de caracterizar el tronco del encéfalo es en relación con la
medula espinal, pero hay dos diferencias obvias: Primera las laminas basal y
alar del tronco del encéfalo dan lugar a grupos de células asociadas con los
nervios craneales en vez de espinales. Y la segunda el romboencéfalo se
distingue por la presencia del labio rómbico. El labio rómbico no ha sido muy
bien estudiado, pero se encuentra a los largo de la mayoría de la parte dorsal
del romboencéfalo. Pero se puede decir que el cerebelo se genera de la mitad
rostral , en una secuencia de acontecimientos bien estudiada. Progresivamente
las partes más caudales del labio rómbico pueden generar los núcleos
cocleares y vestibulares, el núcleo lateral reticular y los núcleos pre-cerebelares
(núcleos basal pontinogris, oliva inferior, reticular lateral núcleo externo
cuneado) y los núcleos de la columna dorsal. Topologicamente el labio rómbico
aparece de forma dorsal a la lamina alar que genera los núcleos sensoriales
asociados con el trigémino, glososfaringeo y nervio vago7, que podrían ser las
extensiones rostrales de las columnas de la médula espinal.
En este estadio el ectodermo somático se separa completamente del
neuroectodermo, cuando el neuroporo rostral se cierra y la parte del
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prosencéfalo del tubo neural esta completamente internalizada junto con el
resto del tubo neural7.
En este momento se aprecia una ligera evaginación en la línea media del suelo
de la vesícula prosencefálica que indica la localización del infundíbulo7.
Además el ectodermo somático en la línea media tiene forma de “U” y esta
junto al suelo de la vesícula del prosencéfalo que contiene las placodas
hipofisiales que darán eventualmente lugar a  los lóbulos anterior e intermedio
de la pituitaria7.
El estadio de tres vesículas que aparecía el día anterior continua su
maduración: el prosencéfalo se divide en dos: el telencéfalo y el diencéfalo. El
romboencéfalo también se divide en dos : mesencéfalo y mielencéfalo2. Este
proceso da lugar al estadio de 5 vesículas; en ratas se produce en ED-117.
Según otros autores, este estadio de cerebro con 5 vesículas: se produciría en
ED-135. Finalmente encontramos:
 Telencéfalo
 Diencéfalo
 Mesencéfalo
 Metencéfalo
 Mielencéfalo
A lo largo de las etapas tempranas de este estadio de 5-vesículas la pared del
tubo neural se mantiene como un epitelio pseudoestratificado que genera
neuronas y células de la glia7. Apareciendo una capa del manto en varias áreas
del tubo neural7.
Este estadio de 5 vesículas se corresponde con el estadio de tres flexiones o
curvaturas: cefálica, pontina y cervical2.
Las características mas claras de la lamina neural están claramente
establecidas: hay un extremo rostral mas amplio que corresponde con el
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cerebro, mientras que hay un extremo caudal mas estrecho que corresponde al
cordón espinal7.
Pudiéndose observar  tres tipos de características espaciales7:
 Polaridad: rostro-caudal
 Simetría bilateral: Línea media
 Regionalización: 5-vesículas
ESTADIO 3-
VESICULAS
ESTADIO
5- VESICULAS
SISTEMA
VENTRICULAR
DERIVADOS
MADUROS
(ADULTO)
FUNCIONES
1.
Prosencéfalo
1.1Telencefalo
1.2 diencéfalo
Ventrículos
laterales I, II.
Tercer ventrículo
Bulbo olfatorio.
Hipocampo, amígdala
Corteza cerebral,
ganglios basales,
Retina, nervio óptico y
sus tractos.
Epitálamo
Tálamo,
Hipotálamo,
Olfato
Almacenamiento de memoria y
aprendizaje.
Asociación
Control motor
Visión
Glándula pineal
Estadio de relevo para neuronas
auditivas y visuales
Regulación de la temperatura, sueño y
respiración
2. Mesencéfalo 2. Mesencéfalo Acueducto
cerebral de Silvio.
Mesencéfalo Tractos de fibras entre la zona anterior y
posterior, lóbulos ópticos y el tectum.
3.Rombo-
encéfalo
3.1 Metencéfalo
3.2 mielencéfalo
Cuarto ventrículo Cerebelo
Puente
Coordinación de los movimientos
musculares complejos.
Tractos de fibras entre cerebelo y
cerebro
4.Parte caudal
tubo neural
4. Parte caudal del tubo
neural
Canal medular
central
Médula espinal Centro de control de la actividad refleja
involuntaria
Figura 1.2.1. Traducido y modificado de Kandel 2 y Gilbert 3
I. APÉNDICE  INTRODUCCIÓN
EVOLUCION ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
86
Justo después de que el estadio de las 5-vesículas haya comenzado se inicia
la diferenciación de la glía radial y las neuronas 7.
A nivel del diencéfalo recién diferenciado, se observa la formación de la capa
del manto, en la línea media entre el presunto quiasma óptico y la eminencia
media, en el área retroquiasmática y avanza rápidamente en dirección dorso-
caudal hacia el presunto tálamo7. Aun así existe bastante controversia y falta
de comprensión del proceso global sobre el desarrollo de este área, ya que la
pared simple del tubo neural a esta altura se transforma en el tálamo adulto7.
Figura 1.2.2. Traducido y modificado de Altman y Bayer.6
Continuando con los estudios de marcaje radiactivo y posterior disociación de
células se observa la aparición de una oleada de células en ED-117 que
Prosencéfalo anterior
Telencéfalo
Prosencéfalo posterior
Diencéfalo
Mesencéfalo
Mesencéfalo
Romboencéfalo
Ropmboencéfalo
NeuroepitelioVentrículo lateral Tercer Ventrículo Cuarto Ventrículo Acueducto 
D
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A
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A
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A
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B
A
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Bulbo
Olfatorio
Rinencefalo 
Corteza
Cingulada 
Neocortex 
Formación
hipocampica 
Corteza
Olfatoria
Corte
za
Pirifor
me
Septum 
Estriado
Palido
Núcleo
Acumbens
Amígdala
Corteza
Orbito-insular 
Epítalamo 
Tálamo 
Hipotálamo 
Área
Preoptica 
Pretectum 
Colículo
Superior 
Colículo
Inferior 
Tegmento
anterior 
Tegmento
posterior 
Corteza
cerebelar 
Núcleos profundos
Del cerebelo
Médula 
dorsal 
Isthmus 
Puente
anterior 
Puente
posterior 
Médula
ventral 
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presenta un ciclo celular medio de 9 horas y que va expandiéndose hasta legar
a un total de 5x10-7 células en ED-22, neocorticales9. En ED-11 comienzan a
formarse las células Cajal-Retzius en la zona ventricular5.Las placodas que se
diferencian del ectodermo somático comienzan a aparecer en ED-117.
ED-12: 13-28 somitas: Longitud C-R 4.5 mm1
En ED-12 termina de cerrarse el tubo neural5, aunque como hemos visto
anteriormente, hay autores que ubican este hito en ED-116,7. Los dos tercios
inferiores del tubo neural van a dar lugar a la medula espinal, mientras que el
tercio superior formará el cerebro2. En ratas la corticogénesis comienza en ED-
12 y termina en PND-1 o PND-212,13,14.
En ED-12 el crecimiento del infundibulo produce una indentacion en el apex de
la placoda hipofisial y la definitiva bolsa de Rathke es visible. La bolsa de
Rathke está rodeada de ectodermo somático que forma la epidermis del techo
de la cavidad oral7.
En ED-12 los dos componentes del prosencéfalo –el diencéfalo y el telencéfalo-
aun no se pueden distinguir, pero si consideramos el prosencéfalo en su
conjunto entre ED-12 y ED-21 va aumentar constantemente su volumen debido
a la generación, diferenciación y maduración de las neuronas y de las células
de la glia. Tenemos que hacer una especial mención en el cambio de tamaño
del conjunto al papel que juegan los ventrículos, el neuroepitelio y el
parénquima durante todo este periodo15.
A nivel diencefálico en ED-12 a parece el surco de la habérnula, y ya en ese
momento se pueden reconocer las 4 regiones longitudinales clásicas
diencefálicas: epitálamo, tálamo dorsal, tálamo ventral e hipotálamo7.
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En ED-12 es cuando la región de los núcleos basales se puede distinguir del
área cortical dorsal por un leve surco corticoestriatal, dividiendo la región basal
en cuatro eminencias: la estriatal (dorsal), la palial (ventral), la septal (rostral) y
la amigdalar (caudal)7.Del resto de la secuencia de sucesos que nos llevan a la
formación de los núcleos de la base en el animal adulto se comprende poco,
aunque hay evidencias que sugieren que hay dos grandes oleadas de
neurogénesis7. La primera contiene células más grandes y superficiales y
genera el sistema magnocelular basal -que incluye la sustancia imnominata y el
complejo de la banda medial septal-diagonal, el globo pálido, el núcleo de la
estria terminalis, núcleo admigdalar central, núcleo admigadalar cortico medial-.
La segunda oleada contiene neuronas más pequeñas y mas profundas y dan
lugar a estructuras como el estriado, el tubérculo olfatorio, el núcleo lateral
septal y el complejo amigdalar basolateral7.
En ED-12 la vesícula prosencefálica se divide en las vesículas:  telencéfalo y
diencéfalo. La región preóptica esta situada de forma caudal al surco
hemisférico externo y en la zona rostral al surco óptico o interno, esta topología
ha llevado a la eterna controversia sobre sí la región preóptica es telencefálica
o diencefálica, aunque cada vez hay mas datos que apoyan la hipótesis
diencefálica7.El área preóptica presenta un gradiente neurogénico de
orientación lateromedial, con momentos diferentes en la  producción de células,
siendo las primeras en hacerlo entre ED-12 y ED-15 las del área preóptica
lateral16.
Los principios básicos de neurogénesis cortical son similares en todos los
mamíferos: las neuronas y la glía que eventualmente formaran el cortex se
originan en un neuroepitelio prolifertivo pseudoestratificado que tapiza el
prosencéfalo17. Las neuronas del cerebro están organizadas en capas
denominadas cortices y en grupos denominados núcleos3. Las capas del cortex
cerebral de los mamíferos provienen de una estructura transitoria denominada
estrato cortical. Las neuronas generadas abandonan la zona ventricular y se
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colocan en el estrato cortical siguiendo una secuencia “desde dentro hacia
fuera”, después de que un grupo de neuronas generadas se hayan situado en
su lugar en el estrato cortical, los sucesivos grupos u oleadas de nuevas
neuronas llegan y ocupan progresivamente posiciones mas superficiales18. Las
neuronas generadas siguen a las células de glía radial hasta su posición final
17,19 ya sea por migración radial17 que son la mayoría, aunque se calcula que
hay un 12% aproximado que lo hacen de forma lateral3 o tangencialmente20.
Otros autores dan otras cifras afirmando que el 80% de las neuronas corticales
migran sobre la glía radial frente a un 20% de neuronas corticales que migran
tangencialmente12. Además otros estudios ponen de manifiesto que las
neuronas también migran por factores ambientales – tanto factores de
crecimiento como otras moléculas como el GABA – que establecen gradientes
y  generan quimiotaxis21,22.
Sin embargo antes de la aparición de un estrato o placa  cortical,  un grupo de
neuronas de generación temprana se constituyen en una estructura transitoria
denominada  “Capa plexiforme primordial”18, “Primodium plexiforme”5 o pre-
placa38, que dará lugar a la capa I y el sub-estrato, también denominado como
células de la sub-placa, por la llegada de neuroblastos postmitóticos que
forman el estrato cortical18. Además en ED-12, el pre-estrato cortical, comienza
a crecer rápidamente y la vesícula cerebral comienza a evaginarse7.
A nivel citológico el estudio de las matrices germinales ponen de manifiesto que
entre ED-12 y ED-15 la matriz germinal cortical consiste básicamente en un
neuroepitelio primario23. Este neuroepitelio proliferativo genera las neuronas del
cortex cerebral que se asientan en el estrato cortical durante el desarrollo
embrionario24. El estrato cortical esta formado por diferentes capas como
veremos a continuación y por tres grandes grupos de haces de fibras:
 fibras comisurales del cuerpo calloso
 fibras tálamo-corticales
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 fibras corticofugales,
así como la sustancia blanca en expansión24.
En ED-12 el tiempo total de un ciclo celular –síntesis de ADN y mitosis- en las
células germinales de la corteza del cerebro de rata es de 11 horas, pero va
aumentando paulatinamente5. El neocortex de una rata contiene cerca de 34
millones de neuronas5. Prácticamente todas las neuronas corticales se generan
antes del nacimiento, con la excepción de unas pocas de la capa IV5. Estas
neuronas corticales,  se generan en su mayoría en los últimos 10 días5 aunque
otros autores proponen que ocurre en 7 días17 de gestación. Es decir a una
media e 2400 neuroblastos corticales/minuto en la segunda parte del periodo
prenatal5, aunque la actividad mitótica no es constante en el telencéfalo. El
número de neuronas corticales generadas puede ser incluso mayor si tenemos
en cuenta la muerte celular normal que se produce durante este periodo5.
La formación del isocortex ha sido abundantemente estudiada aunque
persisten algunas diferencias entre los diversos autores en la nomenclatura y
en ciertos eventos. Pero podríamos decir que se inicia en ED-127, con una
histogénesis ventricular que durará hasta ED-20. En el estadio temprano de
formación del isocortex que dura desde ED-12 hasta ED14, se comienza a
generar una zona secundaria subventricular, y en ED-12 se comienzan a
generar las células Cajal-Retzius7. En este momento solo se observa una zona
ventricular7.
Muchos autores coinciden en señalar que un momento crucial en el desarrollo
de una neurona es su fecha de nacimiento 3,17,25,26. Este nacimiento ocurre
cuando una célula abandona definitivamente el ciclo de generación celular
–neuroblasto- y se prepara para migrar. En la rata las neuronas corticales
nacen durante un periodo de tiempo que va desde ED-12 hasta ED-2125 y esta
fecha esta relacionada con su nivel de supervivencia, según el test de Neuman-
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Keul25. Las neuronas generadas en ED-12 y ED-13  tienen el índice de
supervivencia mas bajo de todas las neuronas corticales, ya que menos de un
20% de ellas están presentes en la corteza madura y se encuentran en la capa
VIb25.
Según estudios de diversos autores17, nos muestran que las neuronas
corticales que se generan  en estos estadios ya tienen comprometida su
ubicación especifica antes de comenzar la migración. La hipótesis de la unidad
de la glía radial -Radik en 1988- fue propuesta sobre la base de la anatomía de
las células de la glía radial  sobre las que migran las neuronas corticales. La
migración  a lo largo de las fibras de la glía radial mantiene un alineamiento
entre la zona ventricular donde se generan las neuronas y su posición final en
la corteza adulta, aunque también puede haber posteriormente una dispersión
tangencial17.
ED-13: 28-40 somitas : Longitud C-R 6.5 mm1
En estudios de embriones de rata datados en ED-13, se ha analizado el
neuroepitelio pre-cerebelar del romboencéfalo. El termino romboencéfalo  se
refiere únicamente a la porción dorsal de la médula y el puente, donde el surco
neural no se fusiona, sino que el velo medular cubre el lumen romboide del
cuarto ventrículo. Inicialmente el neuroepitelio del romboencéfalo consiste en
un par de cabezas de puente rostrales y caudales: el neuroepitelio primario del
cerebelo y el neuroepitelio primario del sistema octavo-pre-cerebelar27. Las
neuronas de la oliva inferior se comienzan a generar en ED-13 y continuaran
en ED-14 en el neuroepitelio primario pre-cerebelar28.
En ED-13 el infundibulo se ha extendido ventralmente a lo largo de la pared
caudal del la bolsa de Rathke que simultáneamente se ha agrandado7. El
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infundibulo embrionario contiene el lóbulo neural –posterior- de la glándula
pituitaria y el sistema portal hipotálamo-hipofisiario7.
En el estadio ED-13 en la rata, el surco diencefálico ha desaparecido y el surco
hipotalámico ha cambiado dorsalmente debido a la rápida formación de la capa
del manto en el hipotálamo7. El tálamo dorsal es la parte mas tardía del
diencéfalo en diferenciarse y su neurogénesis se inicia en ED-13 y avanza
hasta ED-16 en la rata. Sigue un gradiente “fuera-dentro” pero no se
corresponde exactamente con los núcleos del individuo adulto7. En ED-13 el
neuroepitelio talámico presenta dos divisiones: el lóbulo rostral y el lóbulo
caudal29. La parte central del núcleo reticular del tálamo – que podemos dividir
en tres sub-núcleos: central, medial y lateral- es el componente talámico más
temprano en aparecer ya que un 50% de sus neuronas son generadas en ED-
1330. Las células del cuerpo geniculado medial se empiezan a generar en ED-
13, llegan a un pico en ED-14 y lo hacen hasta ED-15, existiendo un gradiente
cronológico lateral/medial y caudo/rostral en la neurogeneis31. Las  neuronas
mas tempranas de este núcleo – cerca del 20%- se producen en ED-13 para
formar los grupos ventral y dorsal mas lejanos lateralmente31.
En ED-13 comienzan a formarse las células del área preóptica medial, estas
células siguen formandose hasta ED-1616.
En ED-13 comienza el proceso de la histogénesis de la corteza cerebral, por la
que se formarán los hemisferios cerebrales a partir de la pared de la vesícula
telencefálica. Todo este proceso se podría resumir en varios pasos que se van
a producir en los días sucesivos38:
1. Capa de neuroblastos, células proliferativas que se dividen.
2. Neuroblastos abandonan el ciclo celular y se convierten en “neuronas
corticales”.
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3. Las primeras neuronas migran un corta distancia y se sitúan bajo la
superficie de la piamadre y dan lugar a la “pre-placa” o pre-estrato.
4. La pre-placa se diferencia en dos zonas: La zona marginal que dá lugar
a las células de Cajal-Retzius es decir la capa I de la corteza madura; la
células de la sub-placa o sub-estrato.
5. Acumulación de las células en la sub-placa o sub-estrato
transformándose en la placa cortical o estrato cortical, también
denominada capa plexiforme primordial.
6. La corteza en desarrollo presenta 4 capas diferenciables:
- Zona marginal: Células de Cajal-Retzius
- Placa cortical o estrato cortical
- Zona intermedia
- Zona ventricular
7. La placa cortical se engrosa, formando las capas corticales, por las
células que migran desde la zona ventricular en un patrón “dentro-fuera”.
La pared neural del telencéfalo comienza a perder su estructura homogénea5.
El PP -primodium plexiforme o pre-estrato- comienza a formarse en la parte
lateral de la pared neural del telencéfalo que bordea el estriado y el paleocortex
que está formándose5. Las células del PP tienen formas diferentes de las de la
zona ventricular5. Entre las células del PP están las que darán lugar a las
células Cajal-Retziuz y las células polimórficas. Las células Cajal-Retzius que
comenzaron  a formarse en ED-11 en la zona ventricular, alcanzan un punto
máximo en su formación en estos momentos. Las células del estrato cortical,
que serán visibles en ED-15, se empiezan a generar en ED-135. En ED-13 la
capa del manto se diferencia considerablemente7. En ED-13 el neuroepitelio se
ve claramente como una capa ventricular y una capa marginal7.
Como hemos visto anteriormente los neuroblastos generados en las zonas
ventriculares germinales migran hacia sus destinos finales a lo largo de glía
radial, pero también hay evidencias que sugieren la existencia de factores
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ambientales que influencian y señalizan estos movimientos, in-vivo el factor de
crecimiento nervioso –NGF en sus siglas en inglés- y el GABA se co-localizan
cerca de las dianas21.En estudios in-vitro se observa que células de ED-12 no
se ven afectadas, mientras que células disociadas de la zona ventral de la
medula espinal de ED-13 responden todas al efecto de químio-atracción o imán
ejercido por el GABA, no así las células de la zona dorsal que no son
estimuladas en su movilidad por el GABA21.
ED-14: 40-48 somitas. Longitud C-R 8.5 mm 1.
En ED-14 se generan las primeras las primeras células en el primodium
cerebeloso32. Este neuroepitelio que formará el cerebelo, está delineado por
dos claras marcas en la zona ventricular:
 La extensión anterior de la tela coroidea del IV ventrículo
 La fisura cerebelar embrionaria
Este primodium cerebeloso de puede dividir en tres partes: el primodium
cerebeloso lateral que cubre el receso lateral del IV ventrículo, el primodium
cerebeloso subismal que se encuentra situado detrás del istmo y el promodium
cerebeloso postistmal que recubre el receso postismal del IV ventrículo14,32.
Las primeras células generadas lo hacen en la zona transitoria superficial32.
Las células de Purkinje de rata provienen del primodio del cuarto ventrículo y
se generan entre ED-14 y ED-1533.
En ED-14 la bolsa de Rathke se separa del ectodermo somático para formar
una vesícula, el lóbulo anterior de la pituitaria se ha comenzado a diferenciar,
con la separación de las presumibles regiones tirotropas, corticotropas y
gonadotropas7.
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En ED-14 el lóbulo rostral del neuroepitelio talámico se ha dividido en dos
partes: el lóbulo anterior y el lóbulo reticular; el lóbulo caudal a su vez se divide
en el lóbulo intermedio y el lóbulo posterior29. En ED-14 se distinguen los
cuerpos geniculados dorsales, laterales y mediales a este nivel del
metatálamo7. Las neuronas del núcleo lateral dorsal del tálamo se generan en
un periodo de 3 días entre ED-14 y ED-16, y su patrón de asentamiento
muestra un gradiente combinado: lateral/medial y dorsal/ventral34. Un 40% de
las neuronas del subnúcleo central del núcleo reticular del tálamo se generan u
en ED-14 30. El grueso de las neuronas del complejo nuclear ventral del tálamo
se producen entre ED-14 y ED-16, aunque existen diferencias entre sus tres
núcleos; el núcleo ventrobasal es el mas antiguo, el núcleo ventrolateral es el
siguiente y el núcleo ventromedial aparece el último35.
En ED-14 comienza a aparecer una capa del manto hipocampal y continuará
desarrollándose en ED-157. Las tres capas del hipocampo se forman siguiendo
un patrón “dentro-fuera”7. En este estadio la capa del manto no está plegada,
pero una incipiente fisura hipocámpica marca la frontera entre el giro dentado y
el Cuerno de Ammon7. Las neuronas del giro dentado de la capa 3 son las
primeras en ser generadas. En este estadio la pared del tubo neural en esta
región presenta una capa ventricular, una capa intermedia y una capa
denominada pre-estrato7.
En ED-14 ya es visible el nervio óptico36, pero su estimulación no genera
ninguna respuesta36. Aunque las hendiduras, los pedúnculos y las copas
ópticas se diferencian bastante pronto, como veíamos anteriormente en ED-9,
la neurogénesis de las copas ópticas no comienzan hasta ED-14 en la rata7.
En ED-14 se generan las neuronas  del núcleo preóptico medial, y continuarán
formándose hasta ED-1716.
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Zona Ventricular
Fase I
Las células del núcleo endopiriforme se generan
en ED-14 y continúan en ED-15 formando un
gradiente muy fuerte en dirección vertical donde
en la parte ventral se encuentran las células mas
antiguas y en la parte dorsal las mas jóvenes37.
Se postula que las neuronas endopiriformes se
generan en el ángulo paliostriatal ventricular, el
neuroepitelio que forma una cuña entre el
primodio del neocortex y los ganglios basales37.
Figura 1.2.338
Como veíamos anteriormente, en la formación del isocortex, ED-14 marca el
final del estadio temprano, cuando se está formando una zona secundaria
subventricular y el sub-estrato7. En ED-14, aparece una incipiente capa del
manto ó  pre-estrato cortical que se diferencia rápidamente y que esta
separada de la capa ventricular por una incipiente capa intermedia7.
Observándose las siguientes capas3,7,:
 Capa de la pre-placa o pre-estrato: Capa I
  Capa VI b
 Capa intermedia
 Ventricular
El desarrollo de la capa I y del subestrato del neocortex de rata se ha estudiado
con marcaje radiactivo. Aparecen generadas principalmente en ED-15 las
presuntas células de Cajal-Retzius, así como las células del subestrato39,
siendo estas dos poblaciones previas al estrato cortical. Las células de Cajal-
Retzius se colocan siempre en las posiciones mas superficiales a lo largo de
todo el proceso de corticogénesis39.
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Las células del subestrato cortical,
son una población transitoria ya
que el 50% de ellas mueren entres
PND-0 y PND-4040. Algunas
células del sub-estrato son
generadas antes de ED-15, en ED-
14 y estas pertenecen al sub-
estrato occipital40.
Figura 1.2.438
ED-15: 48-58 somitas Longitud C-R 11.0 mm1.
Estudios de embriología comportamental muestran respuestas reflejas motoras
en medula espinal de rata en ED-15, estos reflejos espinales son consistentes
con la aparición de conexiones tempranas de las neuronas de las raíces de los
ganglios dorsales41.
Además observamos que los neuroblastos espinales ventrales que  migraban
en estudios in-vitro, en ED-13 para ED-15  declinan en su migración hacia el
GABA, mientras que en ED-15 hay un aumento de la migración de
neuroblastos dorsales en respuesta al NGF21.
En ED-15 las neuronas de la oliva que se habían generado más tardíamente en
ED-14, se traslocan  hacia la zona premigratoria de la oliva inferior28.Las
neuronas del núcleo reticular lateral y del núcleo cuneado externo, se originan
en el neuroepitelio pre-cerebelar primario, en el mismo sitio que las células de
la oliva inferior, pero siguen una ruta de migración diferente42, siendo la
Fase II
Células de 
Cajal-Retzius
Sub-estrato
Zona ventricular
Neuroblastos
Pre-estrato
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primeras células generadas en ED-15 las cuales representan al menos un
tercio del total; estas células se unen al torrente migratorio pre-cerebelar
posterior extramural42, estas células se mueven circularmente sobre la pared
de la medula en dirección ventral42.
Las neuronas del núcleo reticular tegmental del puente se producen
fundamentalmente entre ED-15 y ED-16 y derivan del neuroepitelio primario
pre-cerebelar43.
El neuroepitelio cerebeloso en ED-15 genera una oleada de células de la zona
transitoria mas profunda32.
En ED-15 se van a generar las primeras células del núcleo periventricular - ver
área preóptica- y lo seguirán haciendo hasta ED-1816.
En ED-15 se comienzan a generar las células del claustrum y lo harán durante
ED-16 también formando un gradiente en dirección longitudinal donde la parte
posterior es la más antigua y la parte anterior la más joven37. Las neuronas del
claustrum se generan del neuroepitelio neocortical37.
En ED-15 los cuatro lóbulos en los que se había diferenciado el neuroepitelio
talámico, se han convertido en sublóbulos, formando concavidades y
convexidades en el neuroepitelio talámico, algunos de ellos son aun
reconocibles en ED-16 pero van desapareciendo29.Estos autores proponen que
los sublóbulos que aparecen transitoriamente representan las posibles líneas
celulares comprometidas con la generación temprana de los diversos núcleos
talámicos posteriores29. Las neuronas del núcleo anteroventral se generan en
un periodo de 3 días entre ED-15 y ED-17 y se asientan siguiendo un patrón de
gradiente neurogénico. oblicuo lateral/medial y ventral/dorsal34. Las neuronas
del núcleo anterodorsal se generan en un periodo de tres días entre ED-15 y
ED-17 y muestran gradiente latero/medial35. Así mismo la masa de neuronas
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del núcleo paratenial se generan en un periodo de cuatro días  entre ED-15 y
ED-18 y se asientan con un gradiente lateral/medial34. Los subnúcleos medial y
lateral del núcleo reticular del tálamo  se generan en ED-15 formando un
gradiente latero/medial; en ED-15 se generan el 12% de las neuronas del
subnúcleo lateral y cerca del 30% de las neuronas del subnúcleo medial30. El
cuerpo geniculado medial se produce en orden secuencial las neuronas de la
cubierta lateral, intermedia y medial. La medial es la última que se genera en
ED-15 con un 30% de las células producidas rostralmente y se corresponden
con el subnúcleo medial –magnocelular- del geniculado medial31.
El hipocampo está formado por tres componentes morfogenéticos discretos: el
neuroepitelio de Ammon, el neuroepitelio primario dentado y el glioepitelium de
la fimbria44. En ED-15 comienzan a producirse unas células que darán lugar al
estratum radiatum y al estratum oriens44.
En estudios con transferencia de genes a través de retrovirus en células de ED-
15/ED-16 considerados estadios tempranos de la neurogénesis, se ha
encontrado que la zona ventricular contiene precursores celulares separados
para células piramidales y para células no-piramidales45. Es decir esta zona
ventricular no es homogénea sino que es heterogénea para las poblaciones de
células precursoras de las dos grandes familias de células corticales45.
En esta fase terminan de formarse las células Cajal-Retzius que se iniciaron en
ED-11 y llegaron a su pico máximo en ED-135.
El Primodium Plexiforme esta ya presente también en la pared medial del
telencéfalo5. Este Primodium Plexiforme se separa en dos zonas: zona
marginal y subestrato, por la formación del estrato cortical, que comienza en
ED-15 y terminará en ED-175.
Las primeras células del estrato cortical son visibles en la parte mas lateral de
la corteza, al borde, junto con el estriado y el paleocortex en desarrollo5.
Los gradientes de desarrollo del estrato cortical son similares a los del PP5.
I. APÉNDICE  INTRODUCCIÓN
EVOLUCION ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
100
Fase III
Zona 
marginal
Estrato
cortical
Zona 
intermedia
Zona 
ventricular
Antes de poder visualizar el estrato cortical se puede diferenciar la zona
subventricular –SV- de la zona ventricular-VZ-5.
En ED-15 hay una mayor
diferenciación de la capa del manto7.
En este momento del desarrollo
cerebral se puede observar que el
eje longitudinal del cerebro esta
girado de forma inusual7.
En la formación del isocortex, en
ED-15 comienza el estadio
intermedio que durará hasta ED-167.
En ED-15 aparece la Capa 6b7.
Además en ED-15 aparece una capa
sub-ventricular, observándose una
serie de capas7:
                                     Figura 1.2.538
 Capa pre-estrato:  Capa I
                                             Capa VI b
 Capa intermedia
 Capa sub-ventricular
 Capa ventricular
Las neuronas corticales generadas en ED-15 y hasta ED-18 tienen un índice de
supervivencia particularmente alto ya que mas de dos tercios de ellas se
encuentran en la corteza del adulto y están distribuidas en las capa VI a, V y
IV25.
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En estudios realizados con neuronas corticales nacidas en ED-15, se observa
que la mayoría de ellas son generadas a una distancia de entre 400-100
micrones de su lugar de asentamiento definitivo en el estrato cortical. Para
llegar allí deben migrar de forma radial o lateral. Los tiempos de llegada
dependen de la ruta que sigan las neuronas: las neuronas que migran solo
radialmente llegan al estrato cortical dorsal en dos días –ruta corta – mientras
que las neuronas que migran lateralmente llegan al estrato cortical lateral en 3
días –ruta más larga – y en el estrato cortical ventrolateral en 4 días que es la
ruta más larga de todas46.
En estudios in-vitro con células disociadas de corteza cerebral de rata
embrionaria, se observa que la migración neuronal inducida por GABA es
dependiente de la edad y de la dosis22. Detectándose por primera vez en ED-
15, aunque también puede observarse en ED-16 y ED-18. La dosis de GABA
en el rango femtomolar, genera químiotaxis , es decir migración dirigida a un
gradiente, mientras que las concentraciones en el rango de pico y micromolar
generan quimiocinesis es decir movilidad al azar, como ya dijimos en la
introducción, en otras funciones en las que está implicado el GABA22.
ED-16: 58-65 somitas Longitud C-R 13.5 mm1.
Las células de medula espinal dorsal responden a la quimiotaxis de NGF y del
GABA mostrando un pico en este estadio de ED-16 y declina a partir de este
día21, y a partir de ED-17 no aparece movilidad en ninguna de las células
estudiadas de medula espinal. Estos resultados indican que  las respuestas
migratorias de las células disociadas de medula espinal presentan un gradiente
de migración ventral-dorsal en momentos tempranos de la gestación a
moléculas como el GABA y el NGF21.
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En ED-16 las células de la oliva inferior se unen al torrente migratorio de la
oliva que sigue una ruta entre la sustancia gris y la sustancia blanca de la
médula28.
El neuroepitelio cerebeloso , en ED-16 la zona nuclear transitoria se divide en 2
componentes: uno transversalmente orientado que presumiblemente dará
origen al haz de fibras de Rusell, y otro longitudinalmente orientado que dará
fibras del pedúnculo superior ipsilateral cerebeloso32. La migración de los
neuroblastos de cerebelo se ha estudiado47 y se ha observado que además de
migrar sobre la glía y la matriz extracelular también lo hacen sobre axones
preexistentes47.
El neuroepitelio de Ammon comienza a generar células en ED-16 y lo hará
hasta ED-1944.Sobre estas células se forma una banda difusa de células que
se habían generado en ED-15 y que se consideran el estratum radiatum y el
estratum oriens44. Es en este periodo de ED-16 y ED-17 cuando el primodio del
hipocampo se desarrolla desde la pared dorsomedial del telencéfalo, en este
estadio los limites estan señalados por un estrechamiento de la zona
ventricular y un ensanchamiento de la zona marginal48.
En ED-16 si estimulamos el nervio óptico, que había aparecido en ED-14,
observamos que se detecta respuesta en el colículo superior36.
La masa de neuronas del núcleo anteromedial del tálamo se producen en un
periodo de dos días entre ED-16 y ED-17 y muestra el mismo patrón de
asentamiento que el núcleo anteroventral34.Las neuronas del núcleo
paraventricular en su parte central se producen en un periodo de dos días entre
ED-16 y ED-17 y con un patrón ventral/dorsal34.
Hay un pico en la génesis de células del estrato cortical entre ED-16 y ED-175.
En la formación del isocortex ED-16 está incluido en el periodo intermedio,
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apareciendo la capa V7. En ED-16 aparece el patrón de capas que se va
mantener básicamente a lo largo del periodo perinatal, observándose las
siguientes capas7:
 Capa I
 Capa del estrato cortical
 Capa del sub-estrato que se convierte en VI b en el adulto
 Capa intermedia
 Capa sub-ventricula
 Capa ventricular                                                       Figura 1.2.6.38
ED-17 Longitud C-R 16.5 mm1.
En ED-17 el torrente migratorio de la oliva se reduce a una pequeña banda
cerca del cuerpo de la oliva inferior, que se ha asentado en este momento por
neuronas que fueron generadas en ED-1328.
Fase I Fase II
pre-estrato
Fase III
Zona
marginal
Estrato
Cortical
Capa
intermedia
Capa
ventricular
Zona Ventricular
Zona ventricular
Neuroblastos
Células de 
Cajal-Retzius
Sub-estrato
Capa
Sub-ventricular
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En ED-17 el torrente de células migratorias precerebelar posterior extramural
alcanza la línea media  y la cruza por debajo de la oliva inferior42.
Para ED-17 la silueta general del cerebro en desarrollo representa bastante
bien la que tendrá en el adulto, excepto por el cerebelo que es más pequeño7.
A nivel de la glándula pituitaria otra región del lóbulo anterior se diferencia para
dar lugar a las regiones somatotropas y lactotropas7. La disposición general de
la glándula pituitaria en conjunto, se asemeja a la que se observa en el animal
adulto7.
En el área prospectiva del hipocampo se puede visualizar una fisura
hipocámpica, con un rápido crecimiento del giro dentado7.El neuroepitelio
dentado primario se diferencia del neuroepitelio de Ammon por su localización
y por presentar menos células44. La presumible capa ventricular del giro
dentado esta situada adyacente a la lamina epitelial que contiene la incipiente
fimbria7.El glioepitelio de la fimbria eta situado entre el neuroepitelio primario
dentado y la punta del rudimento hipocampal44. En este estadio la pared del
tubo neural en este área contiene una capa ventricular, una capa intermedia, el
estrato cortical y la capa molecular7. A parir de esta diferenciación en el
desarrollo del hipocampo va a progresar siguiendo esta geometría
básica7.Además en ED-17 se comienzan a generar células del Cuerno de
Ammon44.
La masa de células del núcleo paraventricular del tálamo en su parte lateral se
forman en un periodo de dos días entre ED-17 y ED-18 con un gradiente
ventral / dorsal34.
En la formación del isocortex en ED-17 comienza una histogénesis sub-
ventricular que durará hasta ED-207. Termina de formarse el estrato cortical5.
Las células del estrato cortical son visibles en la pared medial del telencéfalo5.
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Las células del estrato cortical generadas en la zona subventricular migran
dentro del estrato cortical a una velocidad estimada de 15-30µm/hora5. Según
numerosos estudios, las células generadas primero se depositan en las capas
mas bajas del estrato cortical, mientras que aquellas generadas más tarde se
depositan en las capas mas superficiales, en el clásico patrón dentro-fuera5.
Esto es así en general con la excepción de las células Cajal-Retzius5. Existe
cierto grado de desacuerdo entre diversos autores, con el patrón de génesis de
las neuronas no-piramidales5. Parece que existen dos opciones posibles:
Opción A, la posición de las neuronas no-piramidales no esta relacionada con
sus fecha de generación y están difusamente distribuidas por todas las capas
corticales5. Opción B, las neuronas no-piramidales son generadas según un
patrón dentro-fuera clásico5.
Siguiendo con la formación del isocortex, en ED-17 da comienzo el estadio
tardío, que durará hasta ED-187. En ED-17 se diferencian claramente la capa
IV y el inicio de las capas II/III7. Observándose las siguientes capas7:
 Capa I
 Capa del sub-estrato que dará lugar a la capa VI b
 Estrato cortical
 Capa intermedia
 Capa sub-ventricular
 Capa ventricular
ED-18 Longitud C-R 20.5 mm1.
En ED-18 comienzan a ser reconocibles  la segregación regional de las
neuronas que forman la divisiones de la oliva inferior28.
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Las neuronas del núcleo reticular del tegmento pontino generadas en ED-15 y
ED-16 que comenzaron a migrar en ED-18 llegan al polo anterior del puente,
están neuronas han migrado en una secuencia temporal ordenada formando un
gradiente posterodorsal hacia anteroventral en el núcleo reticular del tegmento
pontis43.
En ED-18 sigue la diferenciación de los grupos de células del tálamo dorsal,
excepto los del metatálamo que se habían producido en ED-14, de forma tardía
y durará hasta ED-207.
En este momento las principales estructuras del hipocampo ya son
reconocibles en secciones horizontales48.En ED-18 se comienza a formar una
densa capa de células que corresponden a un incipiente estrato piramidal del
hipocampo y se puede trazar una banda de migración desde el neuroepitelio de
Ammon. Esta banda de migración aumenta su tamaño durante varios días y
finalmente declina y desaparece en ED-22. Las células de esta banda son las
células del Cuerno de Ammon que se producen entre ED-17 y ED-2044. En ED-
18 un reducido neuroepitelio primario dentado es rodeado por un agregado de
células proliferativas que dan lugar al neuroepitelio secundario; posteriormente
aparecerá un neuroepitelio terciario que es muy activo peri y postnatalmente44.
En este momento el área dentada consiste en una rica zona germinal48.
En estos momentos el tiempo de duración de un ciclo celular completo en
corteza – desde la síntesis de ADN y la mitosis- es de 19 horas5.
En la formación del isocortex ED-18 pertenece al estadio tardío que se había
iniciado en ED-17, y en este momento se observan claramente el epéndimo y
los progenitores gliares7. Se observa la siguiente ordenación en las capas7:
 Capa I
 Capa del sub-estrato: Capa VI b
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 Capa intermedia: Zona superficial
  Zona profunda.
 Capa subventricular
 Capa ventricular
La capa intermedia: su zona superficial y profunda se distinguen mejor7.El
estrato cortical observamos como se va engrosando a lo largo del desarrollo7.
En ED-18 nacen las neuronas que estarán localizadas en la capa III y IV40.
ED-19 Longitud 25.5 mm1.
En ED-19 son perfectamente reconocibles las cuatro zonas o divisiones más
importantes de la oliva inferior: oliva posterodorsal, oliva anterolateral, oliva
posteroventral y oliva anteroventral28. Un grupo de las células del torrente
migratorio pre-cerebelar posterior extramural comienzan a formar una
condensación ventrolateral extramural42 que dará lugar al núcleo reticulado
lateral. Otro componente de este torrente migratorio que continua dorsalmente
y forma una condensación ED-19 será el nucleón cuneado externo42.
En la formación del isocortex, desde ED-19 en adelante se observa una
gliogénesis difusa7.
Analizando el índice de supervivencia de las neuronas, vemos que las
neuronas generadas entre ED-19 y ED-21 tienen un índice de supervivencia
bajo, comparado con el grupo anterior, es decir el que se generaba entre ED-
15 y ED-18,  y se distribuyen en las capas II y III25.
ED-20 Longitud 30.0 mm1.
En estudios de desarrollo de cerebelo de rata en ED-20 se observa por primera
vez la fisura separando el futuro lóbulo inferior en el vermis y el flóculo en los
hemisferios49.
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En ED-20 algunas de las células que se habían asentado en ED-19 formando
una condensación ventrolateral extramural comienzan a penetrar el
parenquima y se establecen como neuronas del núcleo reticular lateral42; este
proceso de penetración continuará paulatinamente hasta que en ED-22 todas
las células de este núcleo hayan penetrado el parénquima42.
En ED-20 termina la diferenciación de grupos de células del tálamo dorsal7.
Desde ED-18 en el hipocampo la zona ventricular y la zona intermedia  ha ido
desapareciendo quedando reducidas en ED-20 a una capa celular, sin
embargo a partir de ED-20 la capa piramidal se engrosa y se hace mas
prominente48.
ED-21 Longitud 35.0 mm1
En el desarrollo del cerebelo en ED-21 aparecen tres fisuras más y se empieza
a detectar una corteza cerebeloso en 5 lóbulos: anterobasal, anterodorsal,
central, posterior e inferior49. Desde ED-21 hasta la madurez, en PND-20, las
fisuras se van haciendo más profundas y generándose los lóbulos49. Durante
este proceso de lobulación , las neuronas profundas están migrando desde la
superficie hacia las zonas profundas del primodium cerebeloso y grupos de
células de Purkinje están migrando desde una zona de estancia fuera del
neuroepitelio cerebeloso hacia la superficie cortical49.
En la formación del isocortex en este momento se produce una diferenciación
laminar, observándose7:
 Capa I
 Capa VI a
 Sub-estrato VI b
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 Capa intermedia superficial
 Capa intermedia profunda
 Cal
 Capa sub-ventricular
 Epéndima
Como es generalmente aceptado las neuronas del estrato cortical son
generadas en un patrón “dentro-fuera” de forma que las capas mas
superficiales del adulto son generadas mas tarde que las mas profundas7. Se
puede proponer un modelo de dos estadios de diferenciación cortical donde el
pre-estrato aparece primero y es seguido por el estrato cortical que se sitúa en
medio del pre-estrato7. Si esto es correcto las células de Cajal-Retzius de la
capa I son las primeras neuronas generadas, las siguientes son las de la capa
VI b, seguidas de VI a, V, IV,III,II, siendo las de la capa II las últimas, en
generarse7.
ED-22 Longitud 40.5-42.6 mm1
El ED-21 marca el final del desarrollo embrionario, siendo ED-22 el día del
nacimiento de la rata. A partir de aquí los cambios postnatales que tiene lugar
los veremos integrados en el capitulo de resultados.
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II. MATERIAL Y MÉTODOS
2.1 Introducción
Dado que el objetivo de esta tesis es estudiar la significación biológica que
tiene la aparición del neurotransmisor inhibidor GABA en el cerebro de rata
durante el periodo de su desarrollo embrionario, nuestra estrategia se basó en
dos partes claramente diferenciadas. La primera parte hace referencia a la
recopilación de los datos actuales publicados sobre el GABA, para lo cual
realizamos una minuciosa búsqueda de datos bibliográficos y a continuación el
meta-análisis de los mismos. En segundo lugar nos planteamos  la generación
de gráficos o diagramas del cerebro de rata durante los distintos estadios del
desarrollo embrionario que nos ayudaran a representar los datos obtenidos y
poder mostrar unos resultados lo mas claros posibles respecto al tema de la
tesis.
A lo largo de la historia de la humanidad en general y de la ciencia en
particular, la transformación de los datos individuales, recogidos por la
experiencia o por la investigación experimental, en conocimiento y sabiduría,
ha supuesto un proceso continuo, fundamental en nuestra evolución histórica
general, así como en la ciencia en concreto1. Actualmente vivimos inmersos en
la llamada “sociedad de la información”, y el problema es que esta en si misma
no significa nada, pues solo cuando la información se transforma en
conocimiento, en saber, en datos asimilados, comienza a tener  validez y a ser
operativa1. Es por esto que en el capitulo de material y métodos, vamos a
presentar herramientas de análisis de información, sobre datos generados  por
otros autores, que se han recogido, analizado, indexado e integrado en unas
coordenadas espacio-temporales. Así mismo, hemos plasmado esta
información, en diagramas, gráficos o mapas que nos permiten entender la
significación de esta información en sus coordenadas espacio-temporales en
las cuales ocurren ciertos acontecimientos biológicos.
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2.2 Búsqueda bibliográfica
En esta tesis como en la mayoría de ellas, la aplicación de las nuevas
tecnologías al campo de la investigación2 esta dando un giro vertiginoso a
nuestro trabajo, convirtiendo la búsqueda bibliográfica en una poderosísima
herramienta de investigación. La llamada “silico biología”3, se inició con pasos
titubeantes durante los años ochenta del siglo pasado, pero se ha establecido
con pleno derecho, con la llegada del proyecto genoma humano. Si desde la
bioinformática vamos a intentar comprender la complejidad de las ciencias de
la vida - de la biología - seria sabio absorber e integrar el conocimiento y la
experiencia previa desarrollada durante décadas sobre el “manejo del
conocimiento”4, la catalogación e indexación5, es decir el almacenamiento de
los datos o información, su integración, mapeado, búsqueda y retribución
organizada6, en la llamada biblioteconomía.
La necesidad de crear bases de datos en el campo de la neurociencia surgió
de una doble necesidad. Primero del campo de la clínica  con imágenes
radiológicas del orden de 100.000 radiografías al año que se comenzaron a
digitalizar para ahorrar espacio7. Y segundo desde el campo de la investigación
y la publicación de artículos científicos en revistas especializadas, donde era
necesario un acceso rápido y eficaz; sirva de ejemplo “Medline”, creada por la
“National Library of Medicine” o Biblioteca Nacional de Medicina, de la cual
hablaremos mas adelante con detalle.
Actualmente el campo de la “Neuro-informática”, tanto en su aspecto clínico
como de investigación básica, está centrado en la intersección entre las
ciencias computacionales y la investigación del campo de la neurociencia,
siendo un sector en amplio desarrollo y crecimiento, a muchos niveles, tanto
científicos como institucionales8.
Además con el acceso electrónico a bases de datos remotas, somos capaces
de acceder a un numero de publicaciones creciente y a su vez las revistas en
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formato electrónico están permitiendo publicar gran cantidad de material que en
el pasado no veía la luz9.
Por medios electrónicos capturamos, procesamos, almacenamos y
comunicamos la información: el meta-análisis de esta información se convierte
en una herramienta fundamental de todo el proceso10. De hecho en el “Human
Project”, la base de datos de neurociencia – SenseLab - utiliza los metadatos,
para facilitar el esquema de mantenimiento actualizado11. El proceso de
indexación y procesamiento de la información debe tener siempre una doble
vertiente, por un lado la automática, día a día mas compleja basada en
sistemas como los sistemas booleanos12, la retribución de información con
“soft-link hipertextos”13 o la aplicación de complejos algoritmos matemáticos14,
y por otro lado la humana, que puede ser usada para realizar funciones de
selección de la información15.
Pero simultáneamente, esta explosión de conocimiento, citas y referencias, ha
creado enormes dificultades para los investigadores ya que para poder
mantenerse al día, deben procesar un volumen creciente de información y de
nueva literatura sobre un área del conocimiento determinada. Los sistemas de
búsqueda electrónica en la literatura especializada y la utilización de términos
cada vez mas definidos han sido algunas de las estrategias para resolver estos
problemas16. Aunque siempre nos quedará la duda de los datos no capturados
que hemos dejado de leer, estudiar o analizar17.
Es generalmente aceptado que las revisiones sistemáticas y el meta-análisis de
la información representan el mas alto nivel de evidencia18, pero hay que
realizar un diseño experimental y una búsqueda que reúna ciertos criterios de
calidad, aplicar una metodología sistemática y explicita es una diferencia
esencial entre las revisiones narrativas tradicionales y las revisiones actuales;
otra diferencia importante es el alcance de la revisión, mientras que las
revisiones tradicionales son amplias en general una revisión sistemática se
enfoca en un estrecho y bien definido objetivo.
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Pero ¿por qué necesitamos revisiones sistemáticas y meta-análisis?
Porque la gran cantidad de información generada necesita ser transformada en
conocimiento. Estas revisiones nos permiten identificar nuevas áreas de trabajo
para futuras investigaciones, generar nuevas hipótesis sobre un campo del
conocimiento, y confirmar o dudar del paradigma en el cual nos estamos
moviendo.
Pasos claves para realizar una revisión sistemática:
1. Preparación para revisión sistemática
2. Revisión sistemática de la literatura
3. Selección de los artículos a revisar
4. Evaluación critica de la literatura seleccionada
5. Análisis y síntesis de los datos (cualitativa y cuantitativa)
6. Interpretación de los datos
En este trabajo el punto 5 será el capitulo de resultados y el punto 6 la
discusión.
Preparación de la revisión sistemática:
La metodología de una búsqueda bibliográfica, la podemos encontrar en
numerosas publicaciones, pero sirva por su claridad y actualización el trabajo la
obra de Cordón García et all. Resumimos a continuación los pasos realizados
en la búsqueda bibliográfica:
 Definición de los objetivos y acotamiento del campo científico a
explorar.Definición de los criterios de búsqueda, como periodo
temporal a cubrir, lenguas deseadas para la recuperación de la
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información, así como el tipo de documento ya sean artículos, libros,
monografías, tesis, etc.
• Desarrollo de la búsqueda con la elaboración de la ecuación de
búsqueda, así como el tipo de instrumento para realizar la búsqueda, ya
sea manual o automatizada.
La definición de los objetivos y el acotamiento del campo científico a explorar
ha sido el objeto del capitulo primero o introducción de esta tesis, donde hemos
expuesto el descubrimiento, la bioquímica, el conocimiento actual de la
molécula del GABA, así como su distribución en el cerebro de individuos
adultos y el desarrollo del sistema nervioso central de la rata durante su
periodo embrionario.
La definición de los criterios de búsqueda fueron inicialmente muy ambiciosos,
como han de serlo siempre en ciencia, pero se vieron ajustados a la
disponibilidad de las bases de datos actuales que cubren un periodo temporal
determinado y el uso del ingles como lengua fundamental de retribución de
información.
Una vez hemos establecido los criterios de búsqueda se pasa al desarrollo de
la búsqueda propiamente dicha. En esta fase debemos definir una o varias
frases que contengan los conceptos que vamos a buscar y una vez
establecidos determinar el tipo de instrumento de búsqueda que vamos a
utilizar, ya sea manual o automatizada. Así mismo hay que elegir de los
tesauros o listas de términos empleados en la base de datos, los descriptores o
términos que vayamos a elegir. Una vez decididos estos términos de la
búsqueda, habrá que definir cual será nuestra ecuación de búsqueda y cuales
los operadores lógicos que emplearemos1.
2.2.1. Las bases de datos en neurociencia.
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Los instrumentos de búsqueda a nuestro alcance actualmente son de
naturaleza fundamentalmente automatizada. Hay dos tipos fundamentales las
búsquedas con WinSPIRS (Silver Plate Information Research System) y las
búsquedas en Internet a través de un buscador.
Las búsquedas con WinSPRS requieren dos tipos de organizaciones: por un
lado estaría el productor de la base de datos y por otro el centro que disponga
de los elementos de tele-documentación por otro, en este caso la Biblioteca de
Ciencias Biológicas de la Universidad Complutense de Madrid.
La base de datos utilizada para realizar este trabajo ha sido “PubMed”, que fué
Desarrollada por el “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) en la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos de Norteamérica19. En
1999 el Director de los Institutos Nacionales de Salud, propuso crear un archivo
electrónico on-line, que comenzó ha operar en Enero 2000 (Bloom, 2000),
hasta entonces nuestra bases de datos estaban organizadas en CD por años.
Es en una de sus bases de datos –Medline – donde hemos realizado nuestras
búsquedas, siendo una de las mas prestigiosas y con mayor credibilidad  de las
usadas actualmente, tanto en neurociencia, como en otras áreas de la
investigación20.
Existen otras iniciativas, especificas del campo de la neurociencia que
esperemos estén disponibles en breve, como es el proyecto “Visiome
Environment” del gobierno japonés, donde se aúna la Neuro-informática con las
herramientas de neuroimagen, para lograr integrar de una forma visual
información desde el nivel molecular hasta el nivel de circuitos cerebrales, y
modelos integrados de cerebro21.
En general existe un interés creciente en la integración de la neurociencia y la
informática, en la denominada E-neurociencia22. Básicamente porque hay que
hacer frente a numerosos retos que se plantean en la actualidad. Entre ellos
algunos básicamente clínicos como hemos visto anteriormente pero otros
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dentro del campo de la investigación de la ciencia básica. De la integración de
las bases de datos neurológicas y de los entornos computacionales surgirá una
nueva forma de explorar la estructura y la función del sistema nervioso, con
nuevas técnicas de reconstrucción en tres dimensiones, con nuevos modelos
de cuantificación o con la neuro-informática del desarrollo23,24. Y la posibilidad
de compartir resultados, información e ideas, así como la posibilidad de revisar
y analizar nuevos datos será siempre una buena idea en ciencia25.
En nuestro campo en concreto, hay autores que han propuesto la creación de
una aplicación denominada “Neuroanatomical Rat Brain Viewer” (NeuART
Viewer), - aplicación de mapeado cerebral -, cuyo objetivo hubiera sido ayudar
a crear un puente entre investigadores de bases de datos y de neurociencia;
que es exactamente lo que hubiéramos necesitado para realizar este trabajo y
que hubiera sido de gran utilidad en nuestro trabajo, a la vez que podríamos
haber ayudado a incrementar sus bases datos, en una interacción dinámica de
intercambio de información, que debería subyacer siempre al desarrollo
científico26.
2.2.2. Los descriptores de nuestra tesis.
Como la base de datos que hemos utilizado para este trabajo, nos permite la
entrada de uno o varios términos denominados “palabras claves” (traducción
literal de la expresión inglesa keywords) o descriptores en su denominación en
castellano1, en las  caja de búsqueda o “query box”, realizando un mapeo
automático de dichos términos. Estos descriptores o palabras claves se han
contrastado frente al “MeSH” (Medical Subject Headings), que es la tabla de
traducción de términos generales médicos. La  MeSH, es la tabla de traducción
usada habitualmente por las revistas y el índice de autores12. Todos los
términos o palabras claves que utiliza el MeSH son términos derivados del
“Unified Medical languaje System”(UMLS), o utiliza términos sinónimos o
traducidos del léxico en lengua inglesa12. La tabla de traducción de revistas
contiene el nombre completo de las mismas, o la abreviación MEDLINE, así
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como el numero de ISSN, y esos mapas son los que se usan para localizar la
búsqueda requerida12. Finalmente el índice de autores es otra de las posibles
herramientas que usa PubMed en su búsqueda12.
El término “GABA”27, se ha utilizado por ser las iniciales en ingles con las
cuales se conoce al neurotransmisor -Gamma Amino Butyric Acid- sobre el cual
se realiza este estudio. La hipótesis de trabajo que habíamos diseñado partía
de la abundancia de estudios realizados en la excitación, y el ácido Glutámico
como principal neurotransmisor excitador del SNC de  mamíferos. Por el
contrario, a la inhibición se le había prestado menor atención, siendo una parte
fundamental del dialogo entre neuronas. Así pues centramos nuestra búsqueda
en el GABA, por ser el neurotransmisor inhibidor mas importante del SNC de
mamíferos.
El término ”development”, se utilizó porque engloba dos periodos
fundamentales, por un lado el desarrollo embrionario y por otro el periodo
postnatal, hasta alcanzar la edad adulta. Era en esta ventana temporal donde
queríamos centrar nuestro interés, en saber como se organizan los procesos
de inhibición antes de llegar al individuo adulto.
El término “rat”, se utilizó por ser el modelo animal de investigación en
vertebrados mamíferos mas utilizado. Y aunque el objetivo ultimo de la
investigación en el campo de la neurociencia es comprender la estructura y la
función del cerebro humano, las limitaciones éticas y practicas hacen que la
rata, sea el modelo de preferencia de numerosos laboratorios. Si bien es cierto
que no se pueden extrapolar los datos de una especie a otra, no es menos
cierto que los procesos estudiados en neurofisiología celular son análogos
entre especies, y es generalmente aceptado que según nos movemos desde
seres mas simples hacia otros mas complejos a nivel evolutivo, los sistemas
neurales a menudo se van añadiendo y no restando de los anteriores26.
2.2.3. Elaboración de la ecuación de búsqueda.
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Cuando se usa mas de una palabra clave en la búsqueda, es necesario el uso
de “conectores booleanos” para generar una sintaxis,
Una vez identificados los descriptores del tesauro, la ecuación de búsqueda
consiste en relacionar los diferentes términos mediante los llamados
operadores lógicos Y, O, NO, para generar una sintaxis. En nuestro caso ya
que vamos a trabajar en una base de datos de lengua inglesa nuestros
operadores lógicos serán “AND”, “OR”, “NOT”.  A estos operadores lógicos
también se les denomina operadores o conectores booleanos. En el sistema
booleano tradicional, grandes cantidades de documentos son procesados e
indexados, las asociaciones de las palabras claves o descriptores, individuales
nos permiten relacionar documentos y así poder de forma rápida y directa a la
información, este proceso puede ser repetido tantas veces como sea necesario
hasta lograr la información requerida. El modelo booleano de búsqueda
representa un acceso global y directo a los documentos de una base de
datos13.
En la base de datos Medline nuestro conector “Y-AND” es una palabra siempre
usada en mayúsculas, leyéndose siempre en sentido izquierda derecha,
además,  si se introducen paréntesis junto a los descriptores se procesan como
un bloque19 . En nuestro trabajo concreto el operador “Y-AND” nos permite
obtener un conjunto formado por la intersección de los documentos que
contienen simultáneamente los términos descriptores de la ecuación de
búsqueda1.
2.2.4. Resultados de la búsqueda en la base de datos Medline.
En la búsqueda realizada se cubre el periodo que va desde 1959 hasta  Enero
del 2007, fecha de la realización de la ultima búsqueda. Finalmente realizamos
la búsqueda bibliográfica en Medline database, de PubMed, usando
fundamentalmente los siguientes descriptores:
• GABA
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• Rat
• Development
Cuando introducimos los descriptores básicos en la base de datos utilizada,
PubMedline28, encontramos la posibilidad de limitar la búsqueda, en función de
la lengua utilizada, si la búsqueda se realiza en animales de experimentación o
en humanos, así como los periodos temporales que queramos estudiar. Los
datos que presentamos a continuación no presentan ningún tipo de limite, ya
que la propia ecuación de búsqueda ya los contiene.
- Ecuación de búsqueda: “GABA and rat and development”. Los
resultados globales fueron de 2153 artículos indexados.
- Con la misma ecuación de búsqueda: “GABA and rat and
development”, pero desglosando por periodos temporales:
FECHA Nº DE ARTÍCULOS
1960-1970 Ninguno
1970-1980 69
1980-1990 415
1990-2000 1000
2000-2006 866
Realizando un gráfico podemos observar como a lo largo de los años se ha ido
incrementando la producción científica en este campo a lo largo de los años.
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Evolución a lo largo de los años de la producción científica:
“GABA & rat & development”
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Figura 2.1.
Utilizando otros descriptores afines y elaborando otras ecuaciones de
búsqueda, los resultados obtenidos fueron los siguientes (1 de Mayo del 2007):
 “GABA and rat brain and development” : 1772
 “GABA and rat and prenatal”: 195
 “GABA and rat and embryology”: 398
 “GABA prenatal development rat”: 400
 “GABA postnatal development rat”: 842
 “GABAergic neurons prenatal development in rats”: 138
 “GABAergic neurons postnatal development in rats”: 231
De todos los artículos, logrados con la aplicación de la ecuación de búsqueda
”GABA AND Rat AND Development” a la búsqueda básica, se realizo una
lectura inicial, buscando como datos concretos:
• la localización del GABA per se;
• la enzima de síntesis GAD o su mRNA;
• fechas de datación de los embriones o de los animales postnatales;
• el área, zona, grupo celular o fibras donde se localizaba.
De aquellos artículos donde aparecían estos datos se hizo un análisis mas
detallado así como su traducción, si era necesario. Se descartaron todos los
artículos donde se presentaban trabajos realizados exclusivamente con los
receptores del GABA: GABA-A, GABA-B y GABA-C, su  localización anatómica
o sus coordenadas temporales, y que no presentaran otra información.
Recordemos que las neuronas gabaérgicas son aquellas que liberan GABA
como neurotransmisor, y que cualquier tipo de neurona, bien sea
glutaminérgica, serotoninergica e incluso gabaergica puede presentar en su
membrana receptores de GABA.
2.2.5. Resultado en la búsqueda de Internet, buscador Google
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Los sistemas de búsqueda en Internet son similares a los que hemos visto
anteriormente para las bases de datos: ecuación de búsqueda, operadores
lógicos ó booleanos, etc. Pero es al introducir nuestra ecuación de búsqueda
cuando encontramos que algunos de nuestras iniciales no son las mas
adecuadas para la búsqueda en la red. Por ello hemos utilizado la técnica de
las comillas para unir conceptos o separarlos, es decir si la frases son abiertas
se hace una búsqueda de intersección, sin embargo si colocamos la frase entre
comillas la búsqueda se hace como una única palabra, aunque esta sea
compleja.  En las búsquedas en el Google el operador lógico por omisión
siempre es “AND”. Hemos obtenido los siguientes resultados:
Google [http://www.google.com]
 GABA rat development: 92.000
 “GABA rat development”: 0
 GABA rat brain development: 82.200
 GABA “rat brain” development: 43.200
 GABA rat brain embryologic development: 58
 GABA rat brain “embryologic development”: 20
 GABA rat brain “ontogenetic development”: 72
 GABA “rat brain” “ontogenetic development”: 55
 GABA rat brain prenatal development : 9.850
 GABA “rat brain” prenatal development: 5.610
 GABA rat brain “prenatal development”: 637
 GABA “rat brain” “prenatal development”: 397
Queremos hacer notar la diferencia del número de artículos en función de la
situación de las comillas. Así mismo poner de manifiesto que de las búsquedas
realizadas, los artículos que resultaban interesantes para este trabajo
encontrados en Internet, conectaban con PubMed, para descargarlos.
2.3. Mapas cerebrales
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Una vez obtenidos y analizados todos los artículos que tenían algún dato
relevante para nuestro trabajo, había que crear un soporte grafico donde
apoyarlo, para ellos empezamos a trabajar en diversos modelos conceptuales.
Cuando nos planteamos plasmar en un gráfico el sistema nervioso central nos
encontramos de frente con una tarea compleja, por varios motivos:
• El SNC que nosotros queremos representar pertenece a un ser vivo, y
sus representaciones ideales así lo deberían presentar, pero para poder
estudiarlo, se sacrifica al animal y algunas estructuras pueden cambiar
cuando el animal muere29. Es por ello que algunas técnicas de
tratamiento de imagen actuales, resultan tan atractivas y didácticas30.
• El SNC es un órgano sólido que tiene volumen, es decir 3 dimensiones
en las coordenadas espaciales del eje cartesiano x, y, z. De hecho
alguno de los mejores y mas usados atlas cerebrales de rata se basan
en coordenadas “estereotaxicas”, para su elaboración31, pero están
basadas en la localización de estructuras óseas para su ubicación
exacta y en el desarrollo embrionario no ha terminado el desarrollo óseo
del cráneo.
• Las áreas que queremos plasmar en nuestros gráficos pueden o no
pueden estar bien definidas dentro de la comunidad científica, sin que
exista un acuerdo completo en su ubicación exacta o incluso en el
nombre que se le asigna para nombrarlas29 o usando otras herramientas
además de las anatómicas, como son las funcionales32.
Además en el caso que nos ocupa - el SNC en proceso de desarrollo
embrionario - es una estructura cambiante en el tiempo tanto en tamaño como
en volumen. El volumen de los ventrículos y del neuroepitelio que lo rodea se
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expande rápidamente entre ED-12 y ED-18 pero luego decrece hasta ED-21,
mientras que el parénquima continua aumentando33. Por áreas, el crecimiento
del telencéfalo es mucho mayor que la del diencéfalo; en el telencéfalo el
volumen de los ventrículos laterales y del neuroepitelio aumenta entre ED-15 y
ED-18 para decrecer hasta ED-21, mientras  que en el diencéfalo el volumen
del tercer ventrículo y su neuroepitelio decrecen de forma constante desde ED-
15 hasta ED-21, aunque es importante poner de manifiesto que los cambios de
volumen y de neuroepitelio están siempre ligados, sugiriendo una estrecha
relación entre el tamaño del ventrículo y del neuroepitelio33. Otra de las
dificultades añadidas en el proceso embrionario es la orientación de los ejes,
especialmente el eje longitudinal que debe rotar para generar las flexiones
cefálica, pontina y cervical34.
El primer intento del plasmar en imágenes el SNC, del cual tengamos clara
referencia son los dibujos de Andreas Versalius en 154329, seguidos de otros
realizados por Varolius en 1573 y por Vieussens en 1685, donde ya se
detectaban los núcleos mas importantes así como tractos de fibras29.
A lo largo de los siguientes siglos la resolución de los mapas planos cerebrales
fue paralelo al desarrollo técnico: la introducción del microscopio de luz, las
tinciones especificas del SNC, el uso de marcadores biológicos, la microscopia
electrónica35, permitiendo un mayor grado de conocimiento y por lo tanto de
sofisticación.
Hasta finales de los años 80 todos estos resultados se plasmaban gráficamente
en dibujos hechos a mano con lápiz y papel, sirva como ejemplo los magníficos
trabajos de Cajal, a partir de ese momento se comenzaron a introducir las
herramientas informáticas que nos permiten obtener dibujos pero estos son
ejecutados por aplicaciones informáticas de programas gráficos de ordenador.
En 1972, Keyser en sus trabajos da un gran impulso a los mapas de dos
dimensiones34, y actualmente estos son continuados por numerosos autores
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que trabajan en neuroanatomía de rata, especialmente durante el desarrollo
embrionario36.
El reto de plasmar una estructura de 3 dimensiones en 2 dimensiones ha sido
el trabajo realizado, a lo largo de los siglos por los cartógrafos. La superficie
terrestre presenta unas coordenadas cartesianas que corresponden a la
longitud, latitud y altitud que se intentan plasmar en mapas geográficos. Su
trabajo ha consistido en ofrecer mapas planos de superficies curvadas,
buscando creativas soluciones para minimizar las distorsiones. Existen 3
propiedades básicas asociadas a una superficie curvada: el área, la distancia
entre dos puntos y  la forma. Y solo una de las tres se puede mantener sin
distorsión.
Por todo lo anteriormente expuesto, hemos llegado a la conclusión de que los
mapas planos de cerebro – en 2 dimensiones - podrían ser una solución
razonable al problema que se nos plantea, a pesar de las limitaciones que
tendremos que asumir26. Tras  estas consideraciones previas, hemos llegado a
trabajar con mapas / gráficos cerebrales de rata en desarrollo embrionario
desde ED-13 hasta ED-22 así como mapas para el desarrollo postnatal del
atlas de coordenadas estereoxtaticas31. Además nos planteamos poder
transferir la información a un formato visual y practico. Esta tarea se ha visto
facilitada por el uso de herramientas informáticas, cada vez mas complejas
desde el punto de vista técnico y simultáneamente mas simples desde el punto
de vista del usuario.
Los pasos seguidos para lograr las imágenes han sido:
 Escaneado del material: Generación de una imagen.
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• Tratamiento de la imagen:
Formato de imagen: Transparencia de 0%
Lazo mágico: Recortar la imagen
Borrar zona externa.
Efectos de imagen: Plastificado
Filtro: Fuerza de resaltado 50%
Detalle: 75%
Suavidad: 75%
Coloreado de la imagen Realizar línea de contorno
Ajuste de color: Se aplica dos veces
Ajuste de verde
• Rotación de la figura para lograr la posición caudo-cefálica de un anima
vertebrado cuadrúpedo.
• Creación del gráfico: nomenclatura de las áreas mas destacadas.
• Localización de las zonas de presencia del neurotransmisor, la enzima
de síntesis y las fibras.
Las figuras de este trabajo han sido obtenidas fundamentalmente de dos
fuentes. Las imágenes del periodo de desarrollo embrionario pertenecen al
atlas de Altman & Bayer36. Las imágenes postnatales corresponden a atlas de
Paxinos et all31, que es de animal adulto. Proponemos un trabajo anatómico
detallado en cerebro de rata en el periodo postnatal, dada la importancia de
este periodo  tanto a nivel anatómico como funcional.
Los gráficos  presentados son de dos tipos: basados en cortes coronales y
basados en cortes sagitales, para permitir visualizar la localización anatómica.
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Figura 2.2.
Las figuras han sido obtenidas de:
 ED-11: Lámina coronal 11; pp. 33. Lámina sagital 1; pp. 536.
 ED-12: Lámina coronal1; 63. Lámina Sagital 3; pp. 5536.
 ED-13: Lámina coronal 1; pp. 113. Lamina sagital 1; pp. 99 36.
 ED-14: Lámina coronal 6; pp. 179. Lámina sagital 3; pp 157 36.
 ED-15: Lámina coronal 5; pp. 231. Lámina sagital 3; pp 211 36.
 ED-16: Lámina coronal 8; pp 295.Lámina sagital 3; pp 267 36.
 ED-17 Lámina coronal 10; pp 365. Lamina sagital 3; pp: 33336.
 ED-18: Lámina coronal 9; pp 427. Lamina sagital 4; pp 39936.
 ED-19: Lamina sagital 5; pp 46136.
 ED-20: Lámina coronal 10; pp 489. Lamina sagital 5; pp 46136.
 ED-21: Lámina sagital 3; pp 52336.
 PND-1 en adelante: Sección sagital del cerebro de rata. Atlas
esterotáxico de rata adulta, realizado por Paxinos y Watson31.
2.4. Herramientas informáticas.
Desde el punto de vista informático hemos utilizado varias herramientas que
exponemos a continuación.
Corte coronal Corte sagital
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En lo relativo al hardware37, se ha utilizado un ordenador Apple iMac G4 con
una CPU 1,25 Mhz. El equipo dispone de  867Mb de memoria que han
permitido un procesamiento rápido y eficiente de la información. Para mas
información de la máquina proponemos ver una descripción mas exhaustiva
que aparece en la pagina web de la marca38. Uno de los puertos USB 2.0 del
ordenador está conectado a un scanner Epson 3200 dpi. El otro puerto USB
2.0 está conectado a una impresora HP Inkjet 815C.
Respecto al software, el sistema operativo es Mac OSX 10.2. Mac OS X39 es
un sistema operativo moderno que proporciona la potencia de UNIX más la
simplicidad y elegancia de Macintosh.  Tiene una de las interfaces de usuario
más elegantes y sencillas del mundo. El Finder es una característica del
sistema operativo que proporciona una visión del sistema, como el acceso a
archivos y carpetas preferidas con un clic, tanto si éstos  están ubicados en el
propio disco duro, o un servidor de red. Se ha utilizado el procesador de textos
Microsoft Word Vx en castellano para escribir toda la literatura de la tesis. Este
procesador de textos es el mas potente del mercado ya que proporciona la
posibilidad de Auto-corrección. Este procesador de texto permite al usuario
utilizar la función Auto-corrección para detectar y corregir errores tipográficos,
ortográficos, gramaticales y de uso de mayúsculas y minúsculas. Microsoft
Word incorpora una lista de correcciones integradas - denominadas elementos
de Auto-corrección -, a la que se puede fácilmente agregar otros elementos o
quitar los ya existentes. Así mismo este procesador de texto presenta otras
herramientas como aquellas que hemos utilizado para las citas bibliográficas o
las referencias cruzadas del texto, de gran utilidad en un trabajo de estas
características. También Microsoft Word tiene una opción de selección múltiple
que permite seleccionar elementos en párrafos, listas o celdas de tablas que no
estén adyacentes.
Para la presentación así como para la generación de gráficos y esquemas
incluidos en el texto,  se ha utilizado Microsoft PowerPoint Vs. que tiene la
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característica de generar transparencias, ofreciendo una gran potencia de
manipulación y generación  de imágenes, al permitir entre otras funciones,
ajustar el porcentaje de transparencia de cualquier dibujo o imagen a nuestro
alcance.
Con las herramientas informáticas disponibles y las plantillas, la herramienta
informática utilizada para la generación de gráficos, es el Adobe Photoshop
6.040. Es una aplicación basada en la generación de vectores gráficos que son
descripciones matemáticas de los dibujos. Esto es una importante ventaja dado
el relativo pequeño tamaño de los archivos y se puede reproducir a diferentes
escalas sin perdida de calidad o detalle. El uso de esta herramienta informática
también nos permite generar líneas de grosor uniforme, variar el color con fines
didácticos y orientativos, variar la escala sin complicaciones técnicas, así como
generar material impreso con relativa sencillez.
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 III.  RESULTADOS.
DATOS SOBRE LA APARICIÓN DEL NEUROTRANSMISOR GABA EN COORDENADAS
ESPACIOTEMPORALES: DISTRIBUCIÓN ANATÓMICA DEL GABA DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO Y POSTNATAL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA
RATA.
La secuencia de aparición de diferentes neurotransmisores durante el desarrollo
embrionario y postnatal de la rata, ha sido estudiado por diversos autores1, siendo
la serotonina el primero en detectarse, en ED-8, posteriormente en ED-10 se
puede localizar fluorescencia producida por noradrenalina y dopamina2, aunque
las primeras células marcadas para dopamina en mesencéfalo de rata son de ED-
11,53. La aparición de marcaje producido por el GABA es posterior, sin embargo
el sistema gabaérgico en su conjunto se diferencia relativamente pronto en
comparación con otros sistemas4.
A lo largo de este capitulo vamos a seguir un orden estructural caudo-cefálico en
las diferentes áreas:  medula espinal, troncoencéfalo, cerebelo, diencéfalo, cortex.
Como hemos puesto de manifiesto en el apéndice de la introducción – desarrollo
embrionario de la rata- el cierre del tubo neural marca un hito fundamental en el
desarrollo del sistema nervioso central, este no se cierra hasta ED-11, y es por
ello que la mayoría de los estudios, salvo los expuestos anteriormente, nos
presentan datos a partir de esa fecha.
Día Embrionario 11 : ED 11
Dependiendo de los diferentes métodos de trabajo que utilicen, hay autores que
ubican la aparición en una fecha u otra. Para aquellos que trabajan directamente
con el GABA, en ED-11 no se detecta ninguna presencia de cuerpos celulares
marcados4,  en cambio para los autores que trabajan en la enzima de síntesis es
decir en la Ácido glutámico descarboxilasa, GAD, esta es la fecha inicial de
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ED-11 Corte coronal a nivel de médula espinal
Neuroepitelio de médula 
espinal ventral
Canal central espinal
Neuroepitelio de médula 
espinal dorsal
GAD
aparición de señales inequívocas de su presencia5. Esta fecha tan temprana de
detección de células  positivas para la GAD en rata también coincide con otras
especies estudiadas como los ratones6.
Como hemos visto en la
introducción, la enzima de
síntesis del GABA, la GAD
presenta dos isoformas la GAD67
y la GAD65. El estudio de ambas
isoformas  en medula espinal de
rata nos da la primera señal de la
p resenc ia  de l  s i s t ema
GABAérgico durante el desarrollo
Figura 3.1.                                                            embrionario5.
En ED-11 se detecta  m-RNA  de GAD65 y GAD67 aunque  la evolución posterior
de cada una de ellas será diferente5.
Figura 3.2.
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Otros autores que trabajan en especies diversas,  como son los ratones, estudian
el momento de generación de neuronas inmunoreactivas para la GAD, en corteza
somatosensorial, a través de inyecciones de marcaje radioactivo desde ED-0
hasta ED-17, han observado que las primeras células marcadas aparecen en ED-
11, alcanzándose  la velocidad máxima en ED-14, momento a partir del cual
comienza a disminuir su producción hasta llegar a ED-176.
Día Embrionario 12 : ED 12
Trabajos realizados en médula espinal,
ponen de manifiesto que neuronas
localizadas ventralmente, en la
comisura de la médula en desarrollo, ya
expresan el fenotipo gabaérgico7.
Localizándose un número sustancial de
células que expresan la isoforma
GAD65 de la enzima de síntesis. Los
axones de estas células los podríamos
definir como comisurales y están
concentrados en el borde lateral de la
medula espinal, en posición dorsal a las                                                Figura 3.3.
neuronas motoras y en posición ventral
con respecto a la zona de entrada de la raíz dorsal7.
Desplazándonos hacia posiciones mas rostrales, en ED-12 se observan unas
pocas fibras GABA-IR cruzando el romboencefalo4.
Las neuronas prospectivas Gabaérgicas del hipocampo se comienzan a producir
en ED-12 y este proceso se completara poco antes de alcanzar ED-208.
En ED- 12,5 se han aislado células madre de la zona ventricular del telencéfalo de
rata, que si se cultivan in vitro van a ir proliferando y diferenciándose en tres
grandes tipos de neuronas:
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Figura 3.4.
 neuronas Glutaminérgicas
 neuronas que contienen ácido Aspártico
 neuronas Gabaérgicas9.
Día Embrionario 13 : ED-13
El trabajo de Lauder et all publicado en 1986 fue uno de los primeros que se
realizaron de estas características sobre el GABA y va desgranando las diferentes
fechas de aparición del neurotransmisor en las diferentes áreas. Fue un trabajo
innovador en su época y muy amplio por su extensión. Este autor sitúa en ED-13
la aparición un sistema gabaérgico de fibras, en diversas áreas cerebrales 4:
 Se detecta un sistema de fibras en la zona marginal de la médula espinal y del
romboencéfalo que se extienden hasta la flexión mesencefálica.
 En el mesencéfalo se detecta una región inmunoreactiva de fibras en la zona
dorsal de la flexión mesencefálica.
 Se detecta un a intensa tinción de los fascículos de la comisura posterior.
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Neuroepitelio dorsal de medula espinal
Neuroepitelio ventral de medula espinal
ED-13 Corte coronal a nivel de la médula espinal
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 Se detectan fibras en el diencéfalo caudal, zona marginal del hipotálamo en
desarrollo.
 Células GABA inmunoreactivas en el cuerpo estriado en desarrollo (eminencia
ganglionar) y región setpal.
Durante ED-13 se comienza a detectar la isoforma GAD677 de la enzima de
síntesis en medula espinal, mientras que el m-RNA de GAD67 ya se  había
localizado en ED-11; este m-RNA se ha mantenido a un nivel constante hasta
llegar a ED-13, a partir de este momento sus niveles aumentan paulatinamente,
hasta ED-16, doblando la cantidad que es detectada cada 9.6 horas5.
También en medula espinal en
ED-13 se detecta un masivo
numero de axones de neuronas
positivas para GAD65, que
cruzan la comisura y van
creciendo longitudinalmente en
la zona marginal ventral7. El
GABA que se detecta sigue un
patrón mas parecido a la GAD67
que a GAD657.
Figura 3.5.
En estudios posteriores que van siguiendo estas proyecciones de neuronas
medulares comisurales, se observa que proyectan rostralmente en la zona
marginal ventral contralateral, tuercen hacia la medula central y viajan hacia el
mesencéfalo, donde parecen terminar en pequeñas ramas en el mesencéfalo
lateral formando estructuras punteadas10.
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En trabajos que estudian cuantitativamente la expresión del GABA en neuronas
de médula espinal, se han encontrado que ya en ED-13 se puede medir tanto por
análisis bioquímicos en homogenizados, como a través de análisis
inmunocitoquímicos de células disociadas. Se ha detectado un  porcentaje del
0,5% de células inmunoreactivas al GABA en médula espinal en este estadio11.
En cambio otros autores dan cifras muy diferentes, como Behar et all, que
trabajando con células disociadas de medula espinal de rata y usando un
antisuero que denominan como GAD-1 encuentran que el 75% de las células
están marcadas12, aunque simultáneamente con el suero denominado anti-GAD-2
no encuentran ningún tipo de marcaje 12.
Otro tipo de estudios realizados en células medulares disociadas de ED-13 ponen
de manifiesto que durante este estadio del desarrollo, comienzan aparecer
respuestas en canales de sodio, en receptores de GABA-A, así como en
receptores de glutámico13, mostrando gradientes ventro-dorsales y rostro
caudales13. La aplicación de GABA a motoneuronas espinales, genera corrientes
eléctricas mediadas por Cloro, a nivel embrionario14.                             Figura 3.6.
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Autores como Ma et all15 trabajando también  en medula espinal de rata pero a
nivel cervical, detectan fibras GABA-inmunoreactivas, presumiblemente en la
sustancia blanca de la comisura ventral, el funículo ventral, la zona de entrada de
la raíz dorsal y las raíces ventrales, aunque no se detectan cuerpos celulares 16,15.
En regiones sub-corticales en ED-13, se comienzan a detectar células GABA-
inmunoreactivas en la región de flexión pontina, en la sustancia negra en
desarrollo, así como en la zona incierta y el hipotálamo17. Así mismo hay fibras
GABAérgicas que pasan a través de la zona marginal desde el mielencéfalo hacia
el diencéfalo18.
Progresando hacia niveles mas rostrales, en trabajos realizados con inyecciones
de timidina [3H] en ED-13, las células generadas en este momento se localizan en
capas mas profundas de la corteza de adulto, mientras que las neuronas
marcadas  tras una inyección en ED-15 se localizan en capas mas superficiales19.
En ED-13 comienza el periodo proliferativo de los neuroblastos que darán lugar a
las neuronas de circuitos locales corticales, este periodo se mantendrá hasta ED-
2217. Al estudiar en suspensiones de células extraídas del telencéfalo embrionario
en ED-13, se detecta la presencia de un 3% de células GABAérgicas20. Pero
existen también otras áreas de generación de neuronas corticales  en zonas
ventriculares de regiones prosencefálicas subcorticales como son la prominencia
ganglionar medial – MGE- y la prominencia ganglionar lateral –LGE-, ya que si se
eliminan estas zonas disminuye el numero de células GABAinmunoreactivas en
adulto19.
Día Embrionario 14 : ED 14
Como veíamos en el apéndice a la introducción, ED-14 es un día clave desde el
punto de vista del desarrollo de distintos sistemas, incluida la vesícula
telencefálica. El sistema gabaérgico va continuar desarrollándose en ED-14/15,
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apareciendo en nuevas áreas y madurando en aquellas que ya estaba presente
en el estadio anterior.
En el trabajo de Lauder, es en ED-14 cuando comienzan a detectarse cuerpos
celulares de neuronas marcadas en muchas áreas además de las  fibras que
aparecían anteriormente, observandose4:
 Una densa red de fibras en troncoencéfalo que ocupan completamente la
extensión dorsoventral del mielencéfalo. Esta densa red ocupa la zona
intermedia , progresando hacia la flexión pontina.
 Algunas fibras pasan a través del metencéfalo hacia la flexión mesencefálica.
 Fibras GABA-IR que cruzan la superficie del tectum, y cuyo origen esta en la
flexión mesencefálica.
 En el diencéfalo caudal aparecen dos haces de fibras; el primero aparece
dorsalmente hacia el fascículo retroflexo que separa el epitálamo/hipotálamo
dorsal, yendo hacia la zona incierta, epitálamo, el retroflexus, la estría
medularis y la zona de la epífisis pero sin llegar a entrar. El segundo esta
situado rostralmente y recorre desde el hipotálamo hacia el quiasma óptico, el
receso óptico, la eminencia ganglionar y el septum, en la región difusa.
Comenzando por los niveles mas caudales, en médula espinal, estudios con m-
RNA de la isoforma GAD65 de la enzima de síntesis, nos muestran que este
transcrito ha aumentado exponencialmente desde ED-11, fecha en la que detectó
por primera vez, doblándose la cantidad detectada cada 9 horas5. La otra
isoforma GAD67 también se localiza y se observa que la distribución de ambas es
similar7. Así mismo en neuronas comisurales de medula, donde se había
detectado la presencia de GAD65 en días previos, si se compara el marcaje entre
la zona cervical y lumbar se detecta que es mas intenso en la zona cervical que
en la zona lumbar7.
En ED-14, las motoneuronas de la medula espinal, que son las primeras células
espinales  generadas,  son además la primera población de células
III. RESULTADOS
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SITEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
141
ED-14  Corte coronal 
Diencéfalo dorsal
T
A
L
A
M
O
Hipotálamo
3º ventrículo
Hipocam
po
Am
igd
alaV
en
tr
íc
u
lo
 la
te
ra
lEpitálamo
GABA:
GAD:
Fibras: Vesícula
óptica
inmunoreactivas al GABA que nos encontramos15. Esta inmunoreactividad al
GABA se detecta en los cuerpos celulares de dichas motoneuronas, a nivel
cervical en embriones de CRL 8,5mm15.
Progresando desde las zonas más caudales hacia zonas más rostrales,
observamos que en estudios realizados en cultivos celulares de neuronas
extraídas del tronco del encéfalo del  ED-14, estas células ya son inmunoreactivas
al GABA21.
En otras regiones subcorticales, desde ED-14 hasta ED-21 la inmunoreactividad
del GABA aumenta progresivamente tanto en cuerpos celulares marcados como
en las fibras axónicas 15.
En ED-14 encontramos en el
hipocampo, en proceso de
formación, que una gran mayoría
de las  neuronas GABAérgicas
de este área  se van a convertir
en postmitóticas en este
momento8. En el giro dentado, la
fecha de nacimiento de las
neuronas GAD-positivas es
precisamente ED-14 22,23,24,25.
Figura 3.7.
En el estriado se han realizado suspensiones de células extraídas en ED-14 y se
detecta que un 6% de células son GABAérgicas20.
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Figura 3.8.
En ED-14 se detectan en el neocortex de rata las primeras células GABAérgicas y
sus procesos , en el primodium plexiforme o capa plexiforme primordial 26,27,
tambien denominada la pre-placa19. En las vesículas telencefálicas en desarrollo
es en esta fecha cuando se detectan por primera vez, cuerpos celulares GABA-IR
(+) y  procesos; pero solo podemos verlos en la parte mas lateral del primodium
cortical cerca del borde lateral28.  A lo largo de todo el desarrollo cortical, pero
especialmente entre los días  ED-14 y ED-18, se observa un gradiente latero-
medial de diferenciación celular. Este gradiente tiene una naturaleza tal que la
parte mas lateral de la vesícula cortical en ED-14 es muy similar a la parte
dorsomedial de ED-16 y lo mismo es aplicable al desarrollo del cortex entre ED-16
y ED-1828.
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Día embrionario 15 : ED-15
En ED-15 el cerebro de rata pesa unos 30 mgr aproximadamente o lo que es lo
mismo 60 veces menos de lo que pesará en el animal adulto29. Desde este
momento y hasta el momento del nacimiento, la actividad de la enzima de síntesis
GAD aumenta 6 veces su actividad 29. En ED-15 la concentración de GABA es de
un 19% del nivel de GABA que encontraremos en la edad adulta29.
En medula espinal de rata, en ED-15 y durante todo ED-16, la inmunoreactividad
del GABA se intensifica, aumentando paulatinamente el numero de neuronas
inmunoreactivas, ampliándose su extensión desde zonas ventrales hacia zonas
mas dorsales15.
En las neuronas comisurales de la medula espinal, se detecta un cambio en el
marcaje de la isoforma GAD65 de la enzima de síntesis, siendo ahora mas
intenso en la zona lumbar que en la zona cervical7. Durante ED-15 y así se
mantendrá a lo largo de ED-16, se aprecia  una disminución del marcaje de
GAD65 en los cuerpos celulares y en los axones del ensanche cervical7,
haciéndose mas difícil su localización. Se han postulado varias explicaciones: una
sería su localización diferente nivel subcelular, otra la regulación del sistema
enzimatico a traves de la “down regulation” de la enzima, o tal vez la posible
muerte celular7.
En estudios realizados con células disociadas de medula de rata, Behar et all
utilizan un  marcaje que  denominan GAD-1, este marcaje aparecía en unos
niveles  del 75% de las células en ED-13, y en ED-15 ha descendido hasta
situarse a un nivel del 45%30. Según estos autores este nivel se mantendrá
constante hasta llegar a PND-2112.
Progresando hasta el hipotálamo, en estudios realizados con células extraídas en
ED-15 ya se detectan en todas ellas corrientes evocadas por GABA, es decir
todas las células de este área expresan receptores de GABA, aunque no así de
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Glutámico o de glicina31. Aunque cabe plantearse la pregunta: ¿Qué células
suministran el GABA al hipotálamo?
Trabajando también en  hipocampo, se puede observar con estudios basados en
marcaje radioactivo de ADN, neuronas GABA inmunoreactivas; estas células
comienzan a generarse en ED-13 y lo harán hasta ED-18, siendo el  momento
máximo de producción en ED-1532 . Este dato pone de manifiesto que
posiblemente exista un desfase de 2 a 4 días entre la última mitosis de la célula y
la expresión fenotípica del
neurotransmisor;  este
retraso puede ser debido a
la falta de sensibilidad de
los métodos usados hasta
ahora o al retraso de la
expresión del GABA en las
propias ínterneuronas del
hipocampo32.
Figura 3.9.
Con  células en suspensión extraídas de las vesículas telencefálicas en ED-15, se
observa que hay un aumento de 5 veces en el numero de células que contienen
GABA, en comparación con el numero de las que aparecían en ED-1320. En otros
trabajos donde se extraen células de corteza cerebral y se disocian para su
estudio, se puede detectar células GABA inmunopositivas, que representan una
sub-población de un 6%  a un 8,5% del total de la población neuronal32. Además
en ED-15 aparece una segunda población de neuronas Gabaérgicas corticales
situadas en la zona intermedia33.
El estudio de la neurogénesis de una subclase de células gabérgicas – calretinina
positivas-  del estriado de rata, se realizó con un estudio de doble marcaje,
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observándose que el pico máximo de nacimiento de estas neuronas se encuentra
en ED-15. Estas células estarán localizadas, después de su migración, en el
neoestriado ocupando áreas laterales34.
En ED-15 se detectan unas neuronas ovoides que son GABA-IR positivas en la
zona marginal de las vesículas telencefálicas, identificadas posteriormente como
neuronas Cajal-Retzius de la capa I de corteza cerebral de rata35. En este estadio
aproximadamente el 50% de estas neuronas ovoides localizadas en la zona
marginal son GABA-inmunoreactivas35.
Figura 3.10.
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Así mismo en corteza cerebral de rata en proceso de desarrollo, el índice de
supervivencia de un neurona depende del momento en el cual se ha generado36.
Según varios estudios se ha detectado que existen dos periodos de generación:
 Entre ED-15 y PND-11: Durante este periodo la expansión tangencial de la
corteza aumenta a una velocidad media estable de 5,7% cada 2 días.
 Entre PND-12 y PND-60: Durante este periodo el tamaño del cortex - medido
desde el borde lateral de la corteza cingulada hasta el borde dorsal de la
corteza peririnal- aumenta un 9,8%.
Además la supervivencia de las neuronas esta relacionada también con su
fenotipo, teniendo las neuronas de proyección o glutaminérgicas mas
posibilidades de sobrevivir que aquellas de circuitos locales o gabaérgicas36. La
ontogenia de ambos grupos es similar, con la notable excepción de que los
axones de proyección se desarrollan antes que los axones de circuitos locales;
por lo que parece que encontrar una diana es un factor critico para  determinar
de la supervivencia de las neuronas corticales36.
Día embrionario 16 : ED-16
Prosiguiendo con el trabajo de Lauder4 en ED-16, el patrón de marcaje de células
GABA-inmunopositivas es bastante similar en general al que se había encontrado
en ED-14 / ED-15, pero mas maduro en general, presentando un denso patrón de
tinción en todo el cerebro4. En las diferentes áreas nos encontramos:
 Medula espinal y troncoencéfalo: Hay un aumento de las fibras marcadas en
las zonas marginales cervicales.
 En la región de la flexión pontina, aparece tinción de cuerpos celulares en la
zona ventricular. Por la apariencia de esta inmunoreactividad al microscopio
de luz, es difícil de establecer si representa verdaderos cuerpos celulares o
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consiste en terminales gabaérgicas peri-celulares que están rodeando otras
terminaciones.
 En la flexión mesencefálica, en posición dorsal,  aparece un haz de fibras que
cursa hacia el diencéfalo y el receso óptico. Este haz de fibras  prosigue hacia
el epitálamo y desde allí asciende hacia el área dorsal del tectum y del
diencéfalo donde se cruza lateralmente de 2 formas:
1. Como fibras individuales.
2. Como fibras dentro de fascículos situados en la comisura
posterior y que terminan de forma abrupta en la epífisis,
cuyo territorio no cruzan.
Figura 3.11.
 Aparecen fibras en el diencéfalo, que se dividen en dos haces al llegar a los
cuerpos mamilares:
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hacia la zona incierta.
2º haz de fibras que va directo hacia la zona del receso
óptico.
 Presencia de algunas células gabaérgicas en el área del estriado.
 En la corteza aparecen células  GABA-IR(+) en la Capa I, un flexo de fibras,
bajo el estrato cortical y la zona intermedia.
Si comenzamos por las zonas mas caudales podemos ver que en medula espinal,
el m-RNA de la isoforma GAD67, ha ido aumentando paulatinamente hasta llegar
a ED-16; en este momento va a cambiar su velocidad de producción,
generándose del orden de 31.000 moléculas por día, hasta llegar a PND-05. Por lo
que podemos observar el patrón de la síntesis de la isoforma GAD67 es igual que
el de la GAD65, pero con un retraso de dos días5.
En ED-16 en el área del cerebelo, se detecta por primera vez células GABA
positivas marcadas con inumoreactividad para la enzima de síntesis GAD37. La
mayoría de estas células inumoreactivas presentan un único proceso corto, que
en estos momentos es
difícil de determinar
como axón o dendrita,
pero lo que aparece
claro es  que estas
células se identifican
como células de Golgi 37.
                     Figura 3.12.
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Avanzando hacia el hipocampo, en trabajos realizados usando marcaje de BrdU,
se observa que todavía hay interneuronas en proceso de división durante los días
ED-16 y ED-1738. Estas interneuronas GABAérgicas  del hipocampo se dividen y
arborizan antes que las células piramidales y las células granulares, de este
área38.
En ED-16, en  el primodio del estriado, es el primer momento en el que se detecta
GABA39. En este estadio la gran mayoría de las células del estriado consisten en
pequeñas células indiferenciadas que se organizan en pequeñas agrupaciones,
entre ellas encontramos algunas células GABA-inmunoreactivas, este marcaje
aparece tanto a nivel celular como sus prolongaciones, exhibiendo diversos
grados de maduración39. Además en este momento se detectan ciertas
diferencias ligadas al sexo, en el numero de células inmunoreactivas. Estas
diferencias podrían ser debidas a varios motivos: Que en hembras haya un
aumento de proliferación o una diferenciación mas rápida de los precursores
gabaérgicos;  o que en machos pueda existir una mayor perdida celular. Aún no
se sabe si esta diferencia se mantendrá en el periodo postnatal39.
En el neocortex de rata en desarrollo, algunos autores dividen la ontogenia del
sistema GABAérgico en dos fases. La primera fase denominada no-sináptica tiene
lugar  entre ED-16 y ED-22, durante estos días el GABA se acumula en
estructuras celulares somáticas. Posteriormente tendría lugar una segunda fase,
denominada sináptica, que cubriría el periodo desde el nacimiento hasta la edad
adulta, donde el numero de botones sinápticos aumenta rápidamente y forma
sinapsis. La sinaptogénesis parece que lleva un retraso de entre 1 y 10 días con
respecto a la llegada de las células GABAérgicas a una determinada zona35.
En el desarrollo cortical de la rata, desde ED-16 y a lo largo de toda la gestación,
va a ir apareciendo paulatinamente neuronas GABAérgicas, que se observan en
la zona marginal, en el sub-estrato y en el estrato cortical, así como en las zonas
ventriculares y subventriculares26, aunque según los diversos autores, trabajos o
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técnicas utilizadas los datos pueden variar ligeramente. En el cortex de ED-16
encontramos que la capa I prospectiva, contiene gran número de células GABA-
IR(+), densamente empaquetadas28. Según estos autores aun no se detectan
células GABA positivas en otras zonas, como el estrato cortical o la zona
intermedia28. Sin embargo en la zona ventricular de ED-16, es cuando se detectan
las primeras células inmuno-positivas, localizadas en la zona dorsal de la
vesícula28.
En zonas concretas de la corteza como pueda ser la corteza visual y trabajando
con doble marcaje: con auto-radiografía para detectar la fecha de nacimiento, e
inmunocitoquimica del GABA, se observa que las células de la corteza visual de
rata nacidas en ED-16 ya se encuentran en la capa VIa de la corteza40, y que
estas neuronas van a estar migrando hasta alcanzar su posición hasta PND-140.
En la corteza occipital también se encuentran células que acumulan GABA desde
ED-16 en adelante41, este proceso se produce entre uno y dos días después de
que las células hayan llegado desde el primodio del palidal, pero  un día antes de
que se empiecen a  detectar las primeras sinapsis41.
Día embrionario 17 : ED-17
En ED-17 el aspecto general del cerebro en desarrollo representa bastante bien la
silueta que tendrá en el adulto, excepto por el cerebelo que es más pequeño, tal y
como indicabamos en la introducción42.
A nivel de la medula espinal, entre ED-17 y ED-19 el numero de neuronas GABA-
inmunoreactivas aumenta un 20%43. En ED-17 se detectan por primera vez
neuronas GABAinmunoreactivas  entre las neuronas de relevo de la Lámina I del
asta dorsal de la medula espinal15. En este estadio del desarrollo se aprecia un
gradiente de células GABA-IR (+) que tiene una dirección ventro-dorsal y rostro-
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caudal en la médula en desarrollo, que va a persistir justo hasta el momento del
nacimiento11.
Los datos disponibles de ED-17 en otras áreas supramedulares son escasos, ya
que tanto el tronco del encéfalo como el cerebelo presentan un patrón de marcaje
muy similar al estadio previo; hay autores que los incluyen en ED-16, aunque
otros los incluyen en ED-184. Además en estos estadios del desarrollo las
estructuras diencefálicas y telencefálicas pasan por grandes transformaciones
que han captado un mayor interés entre los diferentes grupos de trabajo.
Figura 3.13.
Progresando hacia estructuras mas rostrales, encontramos que las células del
núcleo reticular del tálamo, en estudios de hibridación in situ, muestran en ED-17,
la presencia de mRNA para la GAD44.
En ED-17/ED-18 se detectan por primera vez las dos isoformas de GAD, la GAD-
67 y la GAD-65 en el hipocampo de rata en desarrollo45. El desarrollo del marcaje
de ambas isoformas de la enzima de síntesis en el hipocampo de la rata es muy
similar, siendo mas notables los puntos comunes que las diferencias45. La
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isoforma GAD67 es mas prominente en la zona marginal del hipocampo, en el
prospectivo estratum radiatum y en estrato lacunosum de CA1, formando una
banda localizada inmediatamente adyacente a la capa de células piramidales en
desarrollo45. Además aparecen células marcadas GAD67 en la región del
subestrato, parte del futuro stratum oriens y en la zona inferior intermedia, la
futura sustancia blanca, pero son menos prominentes que las de la zona
marginal45.
Figura 3.14.
Las células granulares, una población fundamental del giro dentado,  se generan
mayoritariamente postnatalmente, pero hay unas pocas que se generan
prenatalmente y lo hacen en ED-1725. Algunas de estas células granulares surgen
directamente de las células progenitoras del neuroepitelio que tapiza el ventrículo
lateral, mientras que otras muchas son generadas de una población proliferativa
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localizada en el futuro hilus del giro dentado25. Desde esta región proliferativa las
células granulares migran pequeñas distancias y se asientan en su capa,
siguiendo un patrón fuera-dentro; como resultado de este gradiente neurogénico,
las células tempranas residen en la porción externa de la capa granular y las
células tardías ocupan la porción interna de la capa25.
Con células extraídas del área septal y del hipocampo, se han realizado estudios
in-vitro para detectar la presencia de células GABA, a través de la
inmunoreactividad de la enzima de síntesis GAD. Los resultados de estos trabajos
indican que las neuronas GABAérgicas son las células predominantes en estas
áreas, representando un 72% de la población en el cultivo septal, un 70% en el
cultivo de hipocampo y un 67% en el co-cultivo del septo e hipocampo46. Aunque,
el tamaño de estas poblaciones GABAérgicas esta todavía sometido cierta
controversia,  ya que algunos autores con estudios realizados con otros métodos
como los propios anticuerpos anti-GABA, nos dan cifras del 6% de las células
solamente46. A pesar de estas discrepancias, en general todos los autores ponen
de manifiesto que las interneuronas GABAérgicas son la población mayor de
interneuronas de numerosas regiones cerebrales46.
A nivel del cortex cerebral, las neuronas destinadas al estrato cortical, durante
ED-17 migran lejos de las zonas ventricular y subventricular28. Se comienza a
laminar esta estructura y en este momento encontramos células GABAérgicas y
fibras paralelas a las zonas ventricular y marginal, así como elementos aislados
entre el sub-estrato y el borde del estrato cortical emergente27.
Día embrionario 18 : ED-18
Lauder et all en su trabajo nos presentan unos datos para ED-18 y ED-20, donde
persiste el patrón descrito anteriormente4, pero se observan mas claramente los
cuerpos celulares de las neuronas GABAérgicas. Encontramos que aparecen
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cuerpos celulares GABA-IR(+) en zonas como el septum, tálamo, tectum,
troncoencéfalo, cerebelo y en la formación hipocámpica.
Este autor tambien detecta en cerebelo células GABA-IR (+) en la región ventral
del estrato cerebelar cerca del ventrículo4.
A nivel del hipocampo también se detectan células GABA-IR(+) por primera vez
en áreas como el Hilus, la capa molecular del giro dentado, el estrato radiatum y
el Cuerno de Ammon4.
Así mismo las células nacidas en ED-16 en el estriado ahora se encuentran
dispersas por el caudado-putamen, completamente establecidas4.
En la corteza persiste todo lo desarrollado  anteriormente y aparece una zona de
tinción mas intensa en capa I  que aparece como dos bandas. También las
células del estrato cortical se distribuyen dando un aspecto en general mas
maduro4.
Figura 3.15.
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Otros autores trabajando en la medula espinal de rata, observan que el m-RNA de
la GAD65 detectado en ED-11, y que había ido aumentado paulatinamente hasta
llegar a ED-14,  y entre ED-14 y ED-18 se mantiene  constante, en meseta,
comenzando a declinar a  partir de ED-185.
Las interneuronas de la sustancia gelatinosa de la medula espinal son las ultimas
células generadas en la medula y también son las ultimas en expresar
inmunoreactividad al GABA, apareciendo esta en ED-1815. En la medula espinal
entre ED-18 y ED-19 se alcanzan los niveles máximos, tanto en el numero como
en la intensidad de la inmunoreactividad15, ya que parece que las células,
expresan el fenotipo gabaérgico entre 1 y 3 días después de que la célula haya
abandonado su ciclo celular15.
En cerebelo, en ED-18 aparece marcaje GABA-positivo a través de la
inmunocitoquímica de GAD, en células de Purkinje, en la parte posterior37.
Cuando se preparan colículos completos extraídos de ED-18 se detecta presencia
de GABA en estas preparaciones 47.
Si progresamos hacia zonas mas rostrales, observamos en ED-18 una intensa
tinción en hipocampo,
principalmente en dos
capas: la primera capa
estaría situada en la zona
intermedia, cerca de la
zona ventricular en el plano
horizontal paralela al
ventrículo.
Figura 3.16.
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La segunda capa estaría situada en la zona marginal32. Además se detectan
algunos cuerpos celulares GABA-IR en la capa piramidal en CA132.
En corteza de rata, las células GABA-IR(+) del sub-estrato forman un continuo en
estos momentos del desarrollo; las mas superficiales, localizadas en el estrato
cortical, aun están poco diferenciadas y se caracterizan por su forma bipolar y su
orientación vertical, mientras que las situadas en estrato cortical pero en la parte
inferior, ya han comenzado a adquirir un aspecto mas maduro, adoptando formas
multipolares28. En corteza occipital las células que contienen GABA, se
encuentran fundamentalmente en la capa I y debajo del estrato cortical41.
Día embrionario 19 : ED-19
La mayoría de los autores en sus trabajos asimilan los resultados del día ED-19 a
lo que ocurre en ED-18 o al ED-20, es decir al día inmediatamente anterior o
posterior, momentos en los cuales parece que los cambios son mas críticos. Por
lo tanto no disponemos de datos a nivel medular.
En el cerebelo, durante ED-19 el numero de células de Golgi marcadas
anteriormente, han ido aumentado en numero e intensidad, si comparamos con
los resultados de ED-1637. También las células de Purkinje están mas
intensamente marcadas que el día anterior,  pero menos si las comparamos con
las células de Golgi37.
En ED-19 ya encontramos células GABA-inmunopositivas en el núcleo reticular
del tálamo 44, recordamos que en ED-17 habíamos detectado mRNA para GAD en
trabajos de hibridación in-situ en este mismo núcleo.
Progresando hacia el hipocampo en formación, en ED-19, en se detecta mRNAs
para GAD-67 en el giro dentado y en la zona marginal, en lo que será la futura
capa molecular dentada24,45. Las células marcadas para GAD67 ocupan
posiciones en CA1 y CA3, en las zonas marginales del hipocampo, y en los sub-
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estratos de estas áreas45. Así mismo también en el giro dentado, aparece
marcaje, en células que presentan la isoforma GAD6545.
Figura 3.17.
En el desarrollo del neocortex de rata, en ED-19 se observa que las células
GABAérgicas aumentan en número en el estrato cortical mientras que disminuyen
en la zona intermedia y la zona subventricular26. En ED-19 nacen unas neuronas
que son GABA-inmunoreactivas que están destinadas a formar parte de las capas
II - III, estas células van a estar situadas en los dos tercios mas profundos de
dichas capas40.
Día embrionario 20 : ED-20
En ED-20 llegamos al tramo final del periodo gestacional de la rata y observamos
que los procesos que tienen lugar son un continuo entre lo que ha sucedido los
días anteriores así como los posteriores.
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A nivel bioquímico en estudios realizados con material extraído de ED-20, se
observa que el GABA estimula la captación de Cloro, y que este proceso  es
potenciado por la presencia de diazepan, en sinaptoneurosomas de cerebro de
rata48.
Si observamos lo que ocurre en la medula espinal de ED-20, observamos que las
células GABA-IR(+) disminuyen en numero, y esta disminución se realiza
siguiendo un gradiente ventro-dorsal; este gradiente comienza a formarse en este
periodo final de la gestación15.
Desgraciadamente no disponemos de datos en zonas supramedulares en ED-20,
aunque como veíamos en el apéndice de la introducción a nivel del cerebelo,
tienen lugar eventos importantes ya que comienza a observarse por primera vez
la fisura separando el futuro lóbulo inferior en la vermis, así como el flóculo en los
hemisferios.
Figura 3.18.
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Progresando rostralmente hacia el hipocampo, en la fascia dentada de ED-20,
observamos que aparecen en la capa molecular las primeras células marcadas
GABA-IR (+). Este marcaje va ha decrecer hasta llegar al día PND-3, en esta
capa mientras que va ha aumentar en el hilus, siguiendo el desarrollo típico de la
fascia dentada32. Las células de hipocampo marcadas para las isoformas de la
enzima de síntesis GAD67 y GAD65 también se detectan en ED-20, siendo mas
evidentes los cuerpos celulares marcados para GAD65 que aquellos positivos
para GAD6745. Las células GAD67 se localizan en la zona marginal, tanto del
hipocampo como del giro dentado45, estando estas células muy concentradas
justo por encima del borde exterior de la capa granular24. Así mismo se observan
células marcadas en CA1  y CA3 de hipocampo y probablemente son células que
habrían nacido en ED-1424. Las células marcadas con GAD67, se localizan en
ED-20 dentro de la capa molecular en desarrollo y van a migrar hasta llegar a
localizarse a lo largo de la base de la capa granular del giro dentado25. Siendo los
cuerpos de células GAD65 mas evidentes que los cuerpos celulares que
contienen GAD6745.
En ED-20 el grosor de la pared cortical de la vesícula telencefálica ha ido
aumentando notablemente28. La lámina cortical ha comenzado su diferenciación
en un estrato cortical, un hecho que se refleja en la apariencia mas madura de las
células GABA-IR(+)28. En la parte superior de la corteza cerebral en desarrollo, la
parte indiferenciada del estrato cortical contiene neuroblastos post-migratorios
típicos – esta células son interesantes porque expresan GABA antes de completar
su diferenciación morfológica y aunque algunas son claramente positivas, hay
otras que muestran una inmunoreactividad muy débil- 28. Las células GABA-IR(+)
del sub-estrato son abundantes en este estadio, y son neuronas que en su
mayoría presentan procesos orientados horizontalmente28. En ED-20 la
inmunoreactividad al GABA está concentrada en los cuerpos celulares y en las
terminaciones sobre las células diana sobre las que actúa12.
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Día embrionario 21: ED- 21. Final del desarrollo embrionario
El día embrionario 21, ED-21, marca el final del desarrollo fetal y por lo tanto
muchos sistemas van a terminar de organizarse, mientras que otros  van a
continuar con un patrón progresivo, que durara a lo largo del periodo postnatal.
Figura 3.19.
La inmunoactividad del GABA de las células de medula espinal desciende en
intensidad y en extensión hacia el final de la gestación; este retroceso comienza
en el asta ventral de la región cervical y termina en el asta dorsal de la región
lumbosacral15. Observándose una inversión del gradiente entre las regiones
cervicales y lumbosacrales, indicándonos que probablemente la
inmunoreactividad al GABA en zonas discretas anatómicas, es un fenómeno
transitorio11.
Las neuronas comisurales de la medula espinal de la rata, que expresaban las
isoformas GAD65 y GAD67 de la enzima, desde los estadios tempranos del
desarrollo, presentan al final del periodo embrionario unos niveles de marcaje con
GABA muy superiores a cualquiera de las dos isoformas de la enzima de
síntesis7.
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Los estudios por Behar et all, con células disociadas de medula espinal de rata,
comenzaron a teñirse con un suero denominado anti-GAD-1 en ED-13, pero con
un suero denominado anti-GAD-2, comienzan a teñirse en ED-21, cuantificando
esta población de células se observa  un porcentaje del 2%12.
Figura 3.20.
A nivel de cerebelo, en ED-21, las células de Purkinje de la zona posterior
comienzan a migrar y están mas intensamente marcadas que aquellas situadas
en la zona anterior37. Las células de Golgi positivas se encuentran todavía
migrando hacia los lóbulos cerebelosos y alargando sus prolongaciones37.
A nivel mesencefálico en el colículo superior, se ha estudiado la capa gris
superficial -SGS, stratum griseum superficiale-, extrayendo células de ED-21, y
por incorporación de marcaje de [3H]GABA, se ha observado que el número de
células positivas constituye el 40% de toda la población disociada49. También la
sustancia gris periacueductal que ya se puede localizar usa el GABA como
neurtransmisor inhibidor50.
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En ED-21, en el hipocampo en desarrollo aparece un cambio  de marcaje para la
isoforma de la enzima GAD67, siendo menos evidente el numero de células
marcadas y estando localizadas inmediatamente adyacentes a las capas
piramidales y granulares45. Los procesos celulares GAD67-positivos se extienden
a través de CA1 y CA3 de células piramidales45.
Así mismo las neuronas GABA-IR(+) de corteza cerebral que se generaron en
ED-15 y presentaban una forma ovoide, han ido desarrollando en ED-21, una o
dos prolongaciones gruesas en la capa plexiforme35, y comparadas con otras
células presentan un aspecto más maduro con un núcleo bastante desarrollado,
rodeado de un rico citoplasma35 .
Día embrionario 22: ED-22 - Día del nacimiento25. Final del periodo
embrionario e inicio del periodo postnatal
El día 22 de gestación marca el final de la gestación y el comienzo de la vida
extrauterina, ya que según la mayoría de fuentes consultadas el tiempo medio de
gestación se encuentra entre los 21 y 23 días.
Existen pocos datos sobre este momento, ya que la mayoría de los autores los
datos del ultimo día de gestación, los presentan como ED-21 y a partir del
nacimiento los muestran como PND-0 o como PND-1, como veremos a
continuación.
Periodo postnatal
Según hemos ido desarrollando el trabajo para la elaboración de esta tesis, se fue
haciendo cada vez mas evidente que había que incluir una sección dedicada al
periodo intermedio, situado cronológicamente entre el desarrollo embrionario del
sistema GABAérgico de la rata y del sistema GABAérgico del Sistema Nervioso
Central del animal adulto, ya que este periodo madurativo posee entidad propia.
Este periodo postnatal que es previo al establecimiento definitivo del patrón de
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distribución del GABA del adulto, presenta unas coordenadas temporo-espaciales
propias, así como características funcionales que merecen que pongamos de
manifiesto; a continuación analizaremos algunos aspectos de la organización
postnatal en clave de:
 Coordenadas Temporales
 Coordenadas Espaciales
 Coordenadas Funcionales
Coordenadas temporales
Las coordenadas temporales en las cuales se enmarca el desarrollo postnatal de
la rata presentan cierta variabilidad en función del autor consultado y nos
encontramos con diferentes nomenclaturas según los diversos autores. El primer
día de vida postnatal - Postnatal Day o PND en las siglas inglesas - de la rata
aparece en la bibliografía como PND-051 o como PND-152,53,54,55, aunque con
tendencia a usar de forma mas frecuente la denominación PND-1, siendo esta la
que nosotros vamos a usar en este trabajo.
En lo que respecta a la duración de los diferentes periodos de desarrollo, las
fronteras no están completamente definidas, variando de nuevo, de unos autores
a otros, en función de los resultados de sus trabajos o de las propias coordenadas
temporales que hayan utilizado, aunque no siempre exponen claramente los
criterios que les llevaron a elegir una ventana temporal frente a otra. Nosotros
vamos a utilizar en nuestra descripción los que ubican los resultados mas
recientes en tres periodos temporales55:
 Periodo neonatal: PND-1 a PND-7
 Periodo inmaduro: PND-8 a PND-14
 Periodo adolescente: PND-15 a PND-21
Aunque con diferentes nomenclaturas, otros autores proponen periodos
similares56:
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 Jóvenes: PND-4 a PND-10
 Juveniles: PND-11 a PND-16
 Adultos : PND-28 a PND-41
Así mismo el destete de la rata, que puede ser un dato interesante desde el punto
de vista de madurez funcional en la conducta alimenticia, se produce entre PND-
21 y PND- 28, según los diferentes autores54. La madurez sexual de la rata marca
el final del periodo adolescente y el inicio de la edad adulta , considerando que la
pubertad cubre desde la semana 8  - PND-56 -  hasta la semana 12  - PND-84 - y
la edad para comenzar a reproducirse tiene lugar entre la semana 10 - PND-70 - y
la semana 12 - PND-84 -57 .
Figura 3.21.
Según los diferentes autores y nomenclaturas encontramos diferentes fechas para
el final del desarrollo postnatal y la instauración de los patrones de cerebro de rata
adulta. La mayoría de los autores consideran que es a partir del PND-22, cuando
se alcanzan los niveles del adulto52, ya que los datos obtenidos en esta fecha
están en concordancia con los datos obtenidos en animales de PND-6053, que ya
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son definitivamente adultos. Sin embargo otros autores retrasan este momento
hasta PND-2856, para alcanzar niveles similares al adulto. Otros autores, en
cambio lo adelantan a PND-21, momento en el cual se instaurarían los patrones
de desarrollo adulto58. En todo caso observamos que este periodo varia entre
PND-21 y PND-28, es decir entre la tercera y cuarta semana de vida postnatal.
El GABA, como veíamos al principio de este capitulo, es de los primeros
neurotransmisores en aparecer, solo precedido por las monoaminas: Serotonina,
noradrenalina y dopamina59. En el momento del nacimiento el GABA ya esta
presente en un nivel del 60% aproximadamente del que habrá en el adulto29. El
GABA presenta un máximo de concentración en el en ciertas áreas PND-2059,
mientras sigue aumentando o disminuyendo en otras. El GABA va ir aumentando
su concentración a lo del periodo postnatal hasta que alcanza su máxima
concentración en SNC durante la infancia59. Según diversos autores en este
periodo postnatal el sistema GABAérgico va ir madurando hasta que al final de la
tercera semana de vida en PND-21, cuando estaría anatómicamente maduro56.
Con lo que respecta al marcador GAD, enzima de síntesis, el número de
terminales nerviosas GABAérgicas, se incrementan linealmente durante el primer
mes de vida postnatal en zonas como el estriado y en la corteza60.
Desde el punto de vista bioquímico hay un cambio en las concentraciones de
diversos iones – como el cloro que disminuye -  y  de aminoácidos – como el
GABA – que progresivamente van aumentando hasta llegar a la maduración,
alcanzándose los niveles del
animal adulto en el día postnatal
PND-2161.
Los datos obtenidos del trabajo de
Coley et all29, nos permite ver los
niveles endógenos de GABA hasta
alcanzar los niveles del adulto, en
el grafico  adjunto.
Figura 3.22.
Contenido de GABA endogeno
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Gradiente de [GABA] postnatal
Además tenemos que tener en cuenta que la sinaptogénesis inhibitoria tiene lugar
fundamentalmente en este periodo postnatal, mas concretamente en el periodo
juvenil56,62 – desde PND-11 hasta PND-16 – y que el sistema GABAérgico se
considera que esta anatómicamente maduro al final de la 3ª semana de vida
postnatal, es decir PND-2156. Este dato global sin embargo tiene excepciones ya
que según las áreas estudiadas, hay zonas que alcanzan el nivel del adulto antes
que otras, como veremos posteriormente.
Resumiendo, podemos esquematizar la maduración del GABA en el periodo
postnatal en dos fases:
 Fase I: Aumento de  la concentración del GABA hasta alcanzar los niveles del
animal adulto entre PND-21 y PND-28.
 Fase II: Sinaptogénesis GABAérgica, con un pico máximo entre PND-11 y
PND-16, llegando a los niveles de adulto en PND-21.
Coordenadas espaciales
Lo primero que llama la atención al
trabajar en la maduración del
sistema GABAérgico durante el
periodo postnatal, es la aparición de
un gradiente en la concentración del
GABA endógeno, con una dirección
caudo-rostral53, que también ocurre
con la enzima de síntesis, la GAD54.
Figura 3.23.
Como mencionamos anteriormente al hablar de las coordenadas temporales,
anatómicamente no todas las áreas han madurado simultáneamente. En el
momento del nacimiento encontramos unas altas concentraciones de GABA
endógeno en sistema límbico, mesencéfalo, tronco del encéfalo y medula
espinal53. En estas áreas concretas entre PND-1 hasta PND-7, los niveles de
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GABA van decreciendo, para luego aumentar aulatinamente hasta PND-60, fase
en la cual  exceden a los niveles de los neonatos en todas las áreas cerebrales
excepto en la medula espinal53.
En el trabajo de Florian et all63, observamos como cambia la concentración de
GABA a lo largo del periodo postnatal en diferentes áreas cerebrales como el
trono del encéfalo, el nervio óptico, el bulvo olfativo o el cortex.
[GABA] PND-1 PND-4 PND-7 PND-14 PND-21 ADULTO
Tronco-encéfalo 0,91 1,36 2,73 3,21 1,70 0,85
Cerebelo 0,55 0,45 0,62 0,71 1,02 1,63
Bulbo olfativo 1,00 1,21 2,56 5,27 8,55 5,57
Cortex 0,44 0,63 0,60 1,25 1,68 1,24
Cuerpo calloso n.d. 0,10 0,10 0,30 0,33 0,36
Nervio Óptico 0,07 0,10 0,09 0,15 0,07 0,07
Concentración de GABA en diferentes áreas cerebrales y diversos momentos del
desarrollo. Expresado en µmol/gr peso húmedo63.Estos datos los podemos
interpretar mejor si los vemos en forma de gráfico.              Figura 3.24.
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Así mismo se da una correlación bastante clara entre el aumento de
concentración de GAD y el re-captador del GABA de alta afinidad, con la
maduración del sistema nervioso central en diferentes áreas cerebrales como:
cerebelo, colículo superior, hipocampo, estriado, corteza visual, corteza frontal
sensoromotora y corteza prefrontal64, y como hemos dicho anteriormente la
excepción es la disminución en los niveles de la medula espinal53,64.
Con lo que respecta a la enzima de síntesis, GAD,  también podemos observar un
patrón madurativo a lo largo de la etapa postnatal en las diferentes áreas
cerebrales, como pone de manifiesto los datos del trabajo de Coley et all29:
ÁREA
EDAD
MEDULA
PUENTE
CEREBELO
MESEN-
CÉFALO Y
TÁLAMO
HIPO-
TÁLAMO
ESTRIADO CORTEZA
PARIETAL
ED-17 0,21±0,02 0,19±0,01 0,10±0,01
ED-20 0,60±0,05 0,72±0,04 0,20±0,01
ED-22/PND-0 2,22±0,29 0,51±0,02 3,28±0,29 4,29±0,11 0,75±0,28 0,21±0,01
PND-7 3,00±0,11 0,92±0,04 2,91±0,10 3,69±0,04 1,18±0,21 0,71±0,04
PND-14 4,50±0,21 2,30±0,14 5,93±0,23 7,39±0,50 3,72±0,31 2,72±0,18
PND-28 5,88±0,05 4,86±0,12 9,98±0,15 12,63±0,32 8,68±0,76 5,98±0,21
Adulto 6,35±0,18 6,61±0,20 13,38±0,32 15,88±0,28 12,17±0,23 7,68±0,23
Actividad de la GAD en diferentes áreas del cerebro de la rata durante el
desarrollo. Todos los datos están expresados en valores de nmoles/mg peso
húmedo h –1,29.
De nuevo los datos se interpretan mejor si los vemos en forma de gráfico:
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Figura 3.25.
Coordenadas funcionales
Decidimos incluir un apartado sobre la función de GABA en el periodo postnatal,
mas específicamente sobre “el cambio de función” del GABA a lo largo del
periodo postnatal. Cuando comenzamos a realizar este trabajo la idea
fundamental en la que nos basábamos era que el GABA actuaba como el
neurotransmisor inhibidor mas importante del cortex de vertebrados, ya que esto
es lo que ocurre en el animal adulto. Pero los trabajos de Cherubini y sus colegas,
en los años noventa, demostraron claramente que el GABA producía
despolarización en la  membrana postsináptica en el periodo de desarrollo 65. Este
cambio de función del neurotransmisor supuso un cambio conceptual radical en
nuestra visión del GABA. En el capitulo siguiente, durante la discusión exploremos
con mas profundidad el significado que podría tener este hecho tan singular.
Durante la organización funcional del S.N.C., las neuronas pasan por diferentes
momentos, siendo probablemente uno de los mas críticos el momento en el cual
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una célula abandona el ciclo celular, dejando atrás su etapa de neuroblasto para
convertirse en una neurona, tomando una serie de decisiones cruciales como el
fenotipo del neurotransmisor que va ha expresar; ello condiciona sus propiedades
neuro-químicas y los circuitos que establecerá, ya sean de proyección si expresa
ácido Glutámico, como locales si expresa GABA66. Ya desde el inicio existe una
regionalización, al menos en el neocortex, donde una neurona expresa uno u otro
NT en función de su lugar de origen. Las neuronas que expresan ácido Glutámico
se producen en el palio dorsal, frente a las que expresan GABA que lo hacen en
la cresta medial del telencéfalo ventral y en la eminencia ganglionar medial67,
como veíamos en los días gestacionales previos.
Las neuronas que expresan GABA se van a comprometer en un proceso que
terminará con el establecimiento de un sistema de inhibición maduro en el animal
adulto. Pero la función inhibitoria mediada sinápticamente en el SNC pasa por
profundas transformaciones durante el periodo de desarrollo postnatal temprano.
Durante este periodo de vida postnatal el GABA va a cambiar su papel, ya que
hasta este momento había producido una despolarización en la membrana
postsináptica, pero a partir de este momento va a comenzar a producir
hiperpolarización.
En esta transformación van a participar numerosos actores y coincide
temporalmente con un momento de máxima sinaptogénesis en el sistema: se va a
producir tanto a nivel maduración funcional de la inhibición per se68, a nivel
bioquímico o molecular con todas las macromoléculas implicadas en el proceso
de generación de un potencial inhibitorio, como los receptores del GABA, los
recaptadores, etc69. En general se acepta que estos cambios bioquímicos en el
papel de excitador  a inhibidor del GABA, sean debidos a cambios en la
composición de las sub-unidades de los receptores GABA-A y GABA-B56.
Estos cambios funcionales del GABA56,97 a lo largo de este periodo que hemos
ido esbozando en las distintas áreas y según los diferentes autores solo los
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nombramos en este apartado, ya que en la discusión de esta tesis podremos
exponerlo, cuando analicemos con mas detalle la significación biológica de este
cambio de actividad – despolarizante a hiperpolarizante – que se produce en la
célula postsináptica.
Así mismo, a la clásica función de neurotransmisor inhibidor en la corteza cerebral
de mamíferos adultos, al GABA se le han atribuido además otras funciones.
Durante este periodo postnatal se ha visto que puede actuar especialmente como
promotor de la sinaptogénesis y regulador tanto del desarrollo como de la función
de la corteza cerebral. Esta otra vertiente funcional del GABA tiene su momento
clave durante este periodo de desarrollo postnatal, momento de máxima
sinatogénesis cortical56,62,70, como veíamos anteriormente.
Periodo neonatal.  Día postnatal 1: PND-1
Como veíamos anteriormente, al nacimiento, la concentración de GABA en todo el
cerebro en general, y en la mayoría de las áreas en particular, es
aproximadamente el 60% de los niveles del adulto. Aunque este dato global
puede variar dependiendo de las zonas, y existen excepciones como la medula
espinal y el puente, donde ya se han alcanzado los niveles del adulto29. Si se
compara con la concentración de la enzima de síntesis GAD, parecería que existe
un cierto desfase entre el desarrollo de la actividad de la enzima y la
concentración del GABA en ciertas áreas; y es que la actividad de la GAD
aumenta de forma lineal desde el nacimiento hasta la edad adulta29 y en cambio
la concentración del GABA general en cerebro se mantiene constante entre PND-
1 y PND-729.
Los datos disponibles para PND-1 en las diversas áreas cerebrales los
exponemos a continuación.
Medula espinal: La medula espinal, en estos primeros estadios, tiene unas
características especificas 53,64. Los niveles de GABA y de actividad de la enzima
III. RESULTADOS
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SITEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
172
de síntesis GAD no varían en paralelo entre PND-1 y PND-852. En medula espinal
de rata, el marcaje de la isoforma GAD67, llega a su punto máximo en PND-1 y a
partir de ahí disminuye hasta alcanzar los niveles del adulto5. Las neuronas
comisurales de la medula espinal de rata que habían expresado la GAD65 de
forma temprana, durante las ultimas etapas del desarrollo embrionario habían ido
disminuyendo la inmunoireactividad, mientras que el numero de estructuras
terminales en los alrededores del neuropilo aumenta mucho en la zona ventral de
la medula espinal7. Desde PND-1 y hasta PND-7, la inmunoreactividad de las
células de la medula espinal – las moto-neuronas, otras neuronas del asta ventral,
de la zona gris intermedia y de las capas mas profundas del asta dorsal –
desaparece15 y solo se mantiene en neuronas de las capas mas superficiales del
asta dorsal hasta llegar a presentar el aspecto del adulto15. Se desconoce el
significado funcional de la expresión transitoria del GABA en la medula espinal de
rata, pero coincide con un intenso crecimiento neurítico de las moto-neuronas, las
neuronas sensoriales y de las interneuronas, así como en la formación de la placa
neuromuscular15.
Cerebelo: Por sus características anatomo-funcionales, el cerebelo ha sido el
sistema idóneo para el estudio de patrones de desarrollo71, por lo tanto no es de
extrañar que también se haya usado para el estudio de la estructuración de los
circuitos cerebrales del sistema GABAérgico72. La enzima de síntesis GAD se
detecta desde el momento del nacimiento, especialmente la isoforma GAD67 que
es la predominante en cerebelo, por su mRNA95. En los núcleos cerebelosos
profundos que maduran prenatalmente, la enzima de síntesis GAD, también se
detecta a través de su mRNA, tanto para GAD65 como para GAD67,  desde el
momento del nacimiento en PND-195. Las células de estos núcleos cerebelosos
profundos se empiezan a marcan con anticuerpos anti-GABA a partir de este
día37. Así mismo en PND-1 la inmunoreactividad al GABA de las células de
Purkinje es mas intensa que en estadios anteriores37. La mayoría de estas células
de Purkinje ya han terminado su migración, formando una nueva capa37.
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Tálamo: Entre PND-1 y PND-4 se encuentran células del núcleo reticular del
tálamo GABA-IR, tanto en los cuerpos celulares como en las dendritas y en
perfiles identificables como conos de crecimiento, que pueden contactar con
terminales no marcadas44. Estas células GABA-IR se encuentran en este núcleo a
lo largo de su parte rostrocaudal, lo cual indica que las distintas regiones del
núcleo reticular – motora, límbica, somatosensorial, visual y auditiva- son
GABAérgicas desde el nacimiento, no detectándose una presencia transitoria,
como ocurre en otras áreas cerebrales44. Así mismo se encuentra marcaje en el
núcleo ventrobasal del tálamo pero exclusivamente en procesos axonales
identificables como conos de crecimiento, perfiles ricos en vesículas y terminales
sinápticas44.
Todas las neuronas del núcleo reticular del tálamo son neuronas GABAérgicas y
también positivas para la parvoalbúmina, una proteína que liga calcio y que
frecuentemente se presenta asociada con la transmisión GABAérgica73. En el
núcleo reticular del tálamo se detectan cambios en la inmunoreactividad de las
células parvoalbúmina PV(+) a lo largo del desarrollo58. Este núcleo es una fina
lamina de células a través de la cual pasan fibras tálamo-corticales y cortico-
talámicas, situado entre los núcleos talámicos y la cápsula interna y esta
compuesto por células GABAérgicas que sinaptan con ambos tipos de fibras. Este
núcleo participa en el sistema de retroalimentación negativa que controla la
información transferida desde el tálamo a la corteza en los ciclos de sueño y
vigilia. El patrón que se detecta es de aumento del numero de células marcadas
desde PND-1(aunque en el trabajo original esta como PND-0 hemos usado el
criterio al inicio de este capitulo de nombrar el día del nacimiento como PND-1)
hasta PND-30 en un patrón que va desde el centro hacia la periferia, siendo en
las partes dorsales y ventrales en las que aparece en PND-30. En este momento
PND-30 se detecta un patrón de distribución homogéneo por todo el núcleo
reticular del tálamo58.
Con técnicas de inmunotincción otros autores también consiguen detectar GABA
en este núcleo reticular del tálamo desde el nacimiento, y nos describen su
presencia a nivel celular, estando presentes en cuerpos celulares, en dendritas,
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conos de crecimiento y en algunas terminales sinápticas74. En cambio en el
núcleo ventrobasal del tálamo detectan marcaje de GABA, en ratas recién nacidas
en los procesos axonales como conos de crecimiento, perfiles ricos en vesículas y
terminales sinápticas74. Estos autores postulan que si en ambos núcleos las
terminales GABAérgicas marcadas son tan escasas e inmaduras en el nacimiento
y solo después de PND-15 son mas abundantes y maduras, el GABA debe jugar
un papel importante durante el desarrollo del tálamo somatosensorial y
posiblemente un papel diferente74.
El núcleo talámico peri-reticular, son un conjunto de neuronas  que se localizan en
la cápsula interna, adyacentes a las células GABA inmunoreactivas del núcleo
reticular del  tálamo, que veíamos anteriormente. Así mismo, estas células
también son PV(+) -parvoalbumina inmunoreactivas-. Sin embargo, en este
núcleo solo aparecen escasas células GABA(+) en la primera semana de vida
postnatal para posteriormente desaparecer, teniendo una presencia transitoria75.
En algunos estudios del desarrollo postnatal GABAérgico de las proyecciones
directas tálamo-corticales desde la zona incierta del tálamo ventral hasta la zona
de la corteza somatosensorial de la rata de representación de los bigotes, se
puede decir que la zona incierta tiene una citoarquitectura que hace posible que
se pueda distinguir de sus vecinos desde PND-176.
Hipocampo: Una estructura como el hipocampo ha sido ampliamente estudiada
desde diversas perspectivas, y en concreto de los neurotransmisores y los
circuitos que se van creando a lo largo del desarrollo postnatal77. Cuando
estudiamos la presencia del GABA, descubrimos que las neuronas GABAérgicas
presentes, tanto del giro dentado como del Cuerno de Amon, han sido generadas
prenatalmente78. En hipocampo de rata, el patrón de marcaje de células GAD67
positivas es muy similar a ED-21 con fibras que contienen enzima  y
varicosidades  tanto en CA1 y CA3. Esto mismo ocurre con GAD65 con un
cambio en el patrón de marcaje, desde los cuerpos celulares hacia el plexo de
fibras y los engrosamientos terminales45. El patrón de marcaje de las dos
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isoformas de GAD en el hipocampo de rata en desarrollo postnatal temprano
difiere considerablemente del patrón de marcaje de terminales del animal adulto,
siendo esta diferencia particularmente evidente para GAD65 en CA345. La
distribución de las células GABAérgicas y de la enzima GAD es homogénea en
todos los días estudiados, excepto en PND-4 donde aparecen como agrupaciones
en CA3 y CA178 . En estudios funcionales con sensores intracelulares en cortes
de tejido de CA3 entre PND-1 (en articulo original como PND-0) y PND-8, se
obtiene una respuesta que puede ser atribuida al GABA79. Según estos autores
las neuronas GABAérgicas que inicialmente estaban localizadas en las capas
profundas y superficiales, progresivamente desaparecen79. A nivel funcional entre
PND-1 y PND-6 ya se observan en células piramidales de CA3, unos potenciales
gigantes despolarizantes espontáneos que son producto del GABA actuando
sobre receptores GABA y modulado presinapticamente por receptores NMDA97.
Corteza: Con las excepción de las neuronas de aparición temprana de la capa I
de la corteza, las neuronas inmunoreactivas al GABA corticales siguen un patrón
de secuencia dentro-fuera: es decir las neuronas generadas primero se sitúan en
las capas profundas de la corteza y las neuronas generadas posteriormente
migran hacia zonas mas superficiales40.
En PND-1, la mayoría de las células GABA-IR están localizadas en la capa I y
unas pocas en la capa VI, especialmente en la porción mas profunda , es decir en
VIb40. Las células GABA-IR de la capa cortical VIb ya se muestran
morfológicamente maduras 28.Por encima de la capa VIb, las células GABA-IR
presentes en las capas corticales derivadas del estrato cortical también son
abundantes28. La sustancia blanca se ha hecho ya patente en el lugar que
ocupaba la zona intermedia en los estadios previos: una de las características de
la sustancia blanca es la abundancia de fibras axónicas que muestran reactividad
al GABA28.  Intercaladas entre estas fibras aparecen algunas células GABA-IR
pero con una intensidad de tinción baja y prácticamente no son visibles a partir de
PND-6, estas células podrían formar parte de la población de células intersticiales
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de la sustancia blanca28. Además existe una abundante pero transitoria población
de neuronas GABAérgicas trascallosas80. En la corteza cerebral madura, las
conexiones interhemisfericas a través del cuerpo calloso parecen ser
esencialmente excitadoras pero durante esta fase final del desarrollo embrionario
y el inicio del periodo postnatal la inmuno-citoquímica revela numerosas fibras
GABAérgicas que posteriormente desaparecen80.
En PND-1 hay presentes grandes poblaciones de neuronas GABAérgicas
presentes en el sub-estrato, la zona intermedia inferior, y en las capa I, V, VI del
estrato cortical en desarrollo.
Las células de la corteza prefrontal medial entre PND-1 y PND-15 del estrato
cortical se muestran menos diferenciadas que las de las capas mas profundas81.
En PND-10 aparecen mas maduras y de aspecto multipolar. Además en estos
bloques temporales también hay un aumento del numero de células entre PND-1
y PND-5 hay un incremento del 50% en la densidad de las células que contienen
GABA en la lámina superficial, mientras que hay un descenso general en las
laminas mas profundas81. Estos datos ponen de manifiesto la maduración
progresiva del sistema GABAérgico intrínseco de la corteza prefrontal medial de la
rata, siguiendo el clásico patrón de "dentro-fuera", que se extenderá durante las 3
primeras semanas de vida postnatal76.
En PND-1 las neuronas GABAérgicas de corteza visual de rata que nacieron en
ED-16 han llegado a VIa40 y su distribución se mantiene constante hasta PND-30;
lo cual quiere decir que la migración de estas neuronas esta completada el día del
nacimiento, sin embargo otros autores indican que la migración se habría
completado para ED-21, es decir un día antes40. Por otro lado las neuronas
GABAérgicas que nacieron en ED-19 y están destinadas a las capas II/III aun no
han terminado de migrar en PND-140.
Entre PND-1 y PND-7 existe también un marcado incremento de la densidad del
marcaje de terminales axo-somáticas tanto a nivel superficial - 200% - como en
laminas mas profundas -116%- 81.
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Otros sistemas:
Retina: En retina de rata en el momento del nacimiento ya se detecta la presencia
de GABA, pero es baja en comparación con el ácido Glutámico82, pero el GABA
tiene una clara distribución en neuronas, en concreto se localiza en células
amacrinas dispersas83.
Bulbo olfatorio: En un trabajo realizado con neuronas postnatales del bulbo
olfatorio de rata, se estudio la presencia de TH como marcador de células
catecolaminérgicas y GAD como marcador de células GABAérgicas, además se
trataron las células con un antisuero para el GABA. Se observó que todas las
neuronas estudiadas, entre PND-1 y PND-7, presentan un fenotipo TH(+) y
GABA(+) simultáneamente. Este tipo de respuesta no se mantiene en animales de
mas edad, ya que en solo un 90% aproximadamente de las células TH(+)
continúan siendo positivas para el GABA en estadios posteriores84.
Colículo superior: En PND-1 la recaptación del GABA de alta afinidad es igual
que en el adulto tanto en el colículo superior como en el cuerpo geniculado lateral.
Sin embargo en corteza visual solo era un 50 % del nivel del adulto85.
Núcleo rostral del tracto solitario: Parece que el GABA juega un papel muy
importante en el procesamiento de la información gustativa del núcleo rostral del
tracto solitario. Entre PND-1 y PND-7 se detecta GABA pero en menor cantidad
que en ningún otro momento de su desarrollo posterior. En PND-1 solo un 20% de
las sinapsis - por otro lado escasas - son GABA-inmunoreactivas54. Los resultados
de este estudio demuestran que el sistema trigeminal de la rata contiene  rutas de
polaridad opuesta y paralelas talámico-corticales emergiendo en el tálamo; en
posición dorsal para las glutaminérgicas y por lo tanto excitadoras y en posición
ventral para las GABAérgicas - inhibitorias, desde el día del nacimiento76.
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Órgano de Corti & Oliva Inferior: En un estudio realizado con inmunocitoquímica
de la enzima GAD, en el Órgano de Corti de la rata, se detectan en PND-1 fibras
positivas eferentes laterales olivo-cocleares en la zona basal, del haz de fibras
internas espirale86. En la zona apical se detectan en PND-386. La inervación
GABAérgica de la Oliva Inferior fue estudiada también con anti-suero de GAD,
apareciendo axones GAD(+) de baja densidad en PND-1, en las regiones
periolivares e interlamelares51. El patrón inmaduro indica que las proyecciones
GABAérgicas alcanzan la oliva inferior justo antes del nacimiento y que gran parte
de la sinaptogénesis y del establecimiento del patrón adulto de organización
ocurre postnatalmente. Se podría resumir de la siguiente manera:
1. PND-1 y PND-5: Patrón inmaduro ya que el marcaje GAD(+) no esta
confinado en las terminales axónicas como en la rata adulta.
2. PND-7 y PND-10: Patrón intermedio ya que durante este periodo el
marcaje de GAD(+)comienza a mostrar un patrón axoplásmico, además
hay un aumento rápido en el numero de terminales marcadas.
3. PND-10 y PND-15: En este ultimo periodo se llega a un patrón de
inervación GABAérgica de la Oliva Inferior de tipo adulto.
Dimorfismo sexual: El sistema GABAérgico es sexualmente dimórfico en ciertas
áreas cerebrales y puede estar regulado por la testosterona, aunque solo en
ciertas ventanas temporales especificas, o periodos críticos, lo cual puede tener
un impacto en la organización de ciertos circuitos87. La cuantificación del mRNA
de la GAD, limitante de la síntesis de GABA, en PND-1 los machos tienen niveles
significativamente mas altos que las hembras en el núcleo dorsomedial, el núcleo
arcuado y en la región CA1 del hipocampo88,89.
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Figura 3.26.
Periodo neonatal: PND-2 / PND-7
Día postnatal 2º - PND-2: En ciertas áreas del tronco del encéfalo, como el
subnúcleo ventrolateral del núcleo del tracto solitario, el núcleo ambiguo, el núcleo
hipogloso, el núcleo medial accesorio de la oliva, núcleo motor dorsal del vago y
el núcleo cuneado, que expresaban GABA, van a comenzar a partir de PND-2 a
descender su expresión paulatinamente hasta llegar aun mínimo en PND-21, este
descenso GABAérgico va acompañado por un aumento de transmisión
glicinérgica90.
En cerebelo, las células en cesta que se generan en PND-2 ya tienen
terminaciones que son inmunoreactivas al GABA37.
El numero de células GABA inmunoreactivas de la corteza se han incrementado
en las capa I y VIb40. Además son evidentes células GABAérgicas en las capas V
y VIa  y solo raramente aparecen en el estrato cortical40.
Las células que nacieron en ED-19, en PND-2 están localizadas en el borde del
estrato cortical, aunque aun quedan algunas situadas en la zona inferior del
estrato cortical y en el subestrato40.
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Día postnatal 3º - PND-3: En cerebelo, la molécula del GABA,  se detecta en
distintos tipos de células y en diferentes momentos del desarrollo; se ha
encontrado presencia de GABA en las células granulares en PND-372, en esta
capa granular del cerebelo,  se detecta el neurotransmisor 2-3 días antes de que
se detecte la expresión del receptor GABA-A91 en PND-572; se piensa que el
receptor lo hace solo después de haber completado la migración celular y una vez
que las dendritas han entrado a formar parte de circuitos sinápticos específicos,
que incluyen la inervación de aferentes GABAérgicas72.
En la retina los niveles de GABA detectados en el nacimiento se mantienen hasta
PND-3 momento en el cual aumenta paulatinamente hasta llegar a los niveles de
adulto en el proceso de desarrollo82.
Las células del hipocampo que habían sido detectadas en ED-18,
fundamentalmente en zonas intermedias y marginales han ido evolucionando y en
este momento ya se encuentran repartidas por todo el hipocampo, localizándose
las neuronas GABAérgicas en el stratum oriens y en el stratum radiatum32. En
PND-3 se detecta una prominente población de células que nacieron en ED-14 y
que son positivas para el m-RNA GAD67, en la capa granular en desarrollo24.
En un estudio realizado con inmunocitoquímica de la enzima GAD, en el Órgano
de Corti de la rata, se detectaban en PND-1 fibras positivas eferentes laterales
olivo-cocleares en la zona basal, del haz de fibras internas espirales, y en la zona
apical se comienzan a detectar en PND-392.
Día postnatal 4º - PND-4: Trabajando en el hipocampo trabajos iniciales en esta
área, situaban las primeras células GABA(+) en PND-4, pero había que esperar
hasta PND-6 para empezar a detectar células GAD(+), y era en PND-14 cuando
se igualan ambas poblaciones78, estudios posteriores adelantan esta aparición,
como hemos visto anteriormente en periodos pre y postnatales.
En PND-4 han aparecido células corticales GABA-inmunoreactivas en la capa
III40. Las células GABA-inmunoreactivas que nacieron en ED-19 destinadas a las
capas II/III, están en este momento casi todas en el borde del estrato cortical40.
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Día postnatal 5º - PND-5: En cerebelo, las células de Purkinje presentan marcaje
con anticuerpos anti-GABA positivos en los procesos peri somáticos37.
Entre PND-5 y PND-9 en el núcleo reticular del tálamo el marcaje es
esencialmente el mismo que el anterior periodo, con un intenso marcaje GABA-IR
sobre los cuerpos celulares, las dendritas y los conos de crecimiento mientras que
las terminales son muy escasas, así mismo encontramos marcaje intenso en
perfiles axónicos de células del núcleo ventrobasal del tálamo44.
En corteza, casi todas las neuronas de la capa I en desarrollo van adquiriendo
inmunoreactividad al GABA en diferentes grados hacia PND-535. Estas neuronas
se identifican como células Cajal-Retzius, pertenecientes aun mismo grupo,
aunque presentes diversos tamaños y formas35.
Día postnatal 6º - PND-6: El GABA per se, por primera vez  se detecta en células
de Golgi de cerebelo en PND-693.
En la corteza han aparecido células GABA-inmunoreactivas en la capa II40.
En el cuerpo calloso hay una expresión transitoria de axones con
inmunoreactividad de tipo GABAérgica en la zona subcortical de la sustancia
blanca, pero esta inmunoreactividad se detecta por ultima vez en PND-694.
Día postnatal 7º -  PND-7: Desde el punto de vista del entorno iónico, el GABA
estimula la capatación de Cloro en sinaptoneurosomas,  alcanzando su nivel
máximo entre PND-7 y PND-14, niveles que luego se van a mantener constantes
a partir de ese momento48.
Llegado este momento del desarrollo postnatal el patrón de distribución de la
isoforma de la enzima GAD65 en la comisura ventral de la medula espinal de rata
es simular a la descrita en el animal adulto7. La expresión transitoria del GABA en
la medula espinal de la rata alcanza entre PND-7 y PND-10 su máximo porcentaje
de células GABA-positivas que es en este momento del 50%11.
En cerebelo la isoforma GAD65, que es la menos abundante, se detecta a través
de su  mRNA solo a partir de PND-7 en células de Purkinje, aunque
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posteriormente aparecerá en otras células GABA95. La transmisión GABAérgica
en células granulares cerebelosas se ha estudiado con detalle en este primer
periodo de vida postnatal, observándose que la transmisión sináptica mediada por
el GABA y por el receptor GABA-A, produce corrientes postsinapticas discretas y
espontáneas que se incrementan desde un 5% en PND-7 hasta un 99% en PND-
2196. Además se observa que en PND-7 estas corrientes postsinápticas son
despolarizantes, generándose ocasionalmente un potencial de acción, en cambio
para PND-18 el potencial de inversión del GABA, cambia y casi alcanza el
potencial de reposo y la conductancia del GABA cambia y se produce una
maniobra de inhibición96. Volveremos sobre este tema en la discusión de los
resultados.
Desde PND-7 los cuerpos neuronales GABAérgicos aparecen repartidos por todo
el hipocampo, pero las terminales GABA inmunoreactivas no son frecuentes hasta
el final de la 2ª semana de vida postnatal, es decir, PND-1479. Es durante la
segunda semana de vida postnatal, cuando la respuesta del GABA cambia de
despolarizante a hiperpolarizante y la bicuculina induce descargas espontáneas
intersticiales. Esto puede sugerir que la retroalimentación positiva de las neuronas
gabaérgicas sobre las neuronas piramidales durante la primera semana de vida,
pueden tiene un efecto sobre la generación de potenciales GDPs que tengan un
papel importante en la sinaptogénesis. Además hacia el final de la 1ª semana en
PND-7 y en concomitancia con el cambio de respuesta que se empieza a
observar en el GABA de despolarizante a hiperpolarizante, comienzan a aparecer
conexiones glutaminérgicas funcionales97.
En corteza al final de la primera semana de vida, PND-7, la capa I cortical ya tiene
un sistema de fibras GABAérgico establecido35; además un numero moderado de
neuronas se localizan en la línea intermedia entre la capa I y el estrato cortical
que esta por debajo, sugiriendo la migración de algunas neuronas GABAérgicas
desde esta capa marginal hacia capas mas profundas35.
La densidad de las proyecciones incerto-corticales – tálamo, desde la zona
incierta-corticales - alcanza su máximo entre PND-7 y PND-14 de vida postnatal,
para descender luego paulatinamente hasta llegar al patrón del adulto. Además se
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puede afirmar según estos autores que la mayoría de estas proyecciones derivan
de células GABAérgicas94.
Figura 3.27.
Periodo inmaduro: PND- 8 / PND-14
Día postnatal 8º -  PND-8: Como veíamos anteriormente, los niveles del GABA y
de la enzima GAD no eran paralelos en medula espinal de rata, pero a partir de
PND-8 si se comienza a establecer esa correlación entre los niveles de GABA y la
actividad de síntesis de la enzima de síntesis GAD en células del área dorsal de la
medula - vías de entrada de información o aferentes - frente al descenso
observado en áreas ventrales - vías de salida de información o eferentes52.
La retina de rata en PND-8 ya presenta un aspecto morfológicamente maduro,
PND-8 existe diferencias en el turnover de NT en la retina inmadura83.
Día postnatal 10º - PND-10: Las células de Purkinje desarrollan dendritas
terciarias, lo cual aumenta la inmunoreactividad37. A partir de PND-10 la
intensidad del marcaje del soma y las dendritas de las células de Purkinje
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gradualmente decrece y en cambio su terminación axónica en los núcleos
cerebelosos profundos se vuelve mas intensamente inmunoreactiva37. Las células
de Lugano que se forman entre PND-8 y PND-13 comienzan a mostrar marcaje
en PND-1037.Algo similar ocurre con las células de Golgi, el marcaje en las
dentritas es máximo en PND-10 y luego disminuye concomitantemente con el
aumento en el axón o terminales axónicas 37.
Entre PND-10 y PND-15 las células del núcleo reticular del tálamo presentan un
claro marcaje en los cuerpos celulares, confirmando los datos expuestos
anteriormente44. Las dendritas aparecen además con un patrón claro de GABA-IR
en las terminales con pequeñas vesículas que contienen una o dos
mitocondrias44. En este periodo en el núcleo ventrobasal del tálamo las terminales
con aspecto maduro ya son muy numerosas44.
En el núcleo rostral del tracto solitario como veíamos anteriormente en PND-1
solo un 20% de las sinapsis - por otro lado escasas - son GABA-inmunoreactivas.
Esta proporción se dobla cuando se alcanza el nivel del adulto en PND-1054.
En el neocortex de la rata en la primera semana de vida postnatal ya se han
descrito IPSPs generados tanto por GABA endógeno como por aplicaciones
exógenas, pero los potenciales evocados no aparecen antes de PND-1098.
Durante el periodo de máxima sinaptogenesis entre PND-11 y PND-20 se
desarrolla la inhibición mediada por el GABA98.
Las células de la corteza prefrontal medial entre PND-1 y PND-15 del estrato
cortical se muestran menos diferenciadas que las de las capas mas profundas99.
En PND-10 aparecen más maduras y de aspecto multipolar99.
Día postnatal 11º -  PND-11: En corteza occipital de rata, el numero y la
distribución de células que contienen GABA ha ido madurando desde ED-16,
primer día en el cual se detectaban, pero en PND-11 ya se observa un patrón en
densidad de células y en distribución de tipo adulto, que no va a cambiar en el
teimpo41. Además estas células marcadas se caracterizan como interneuronas41.
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Día postnatal 12º -  PND-12: Aparece una distribución madura de neuronas
GABAinmunoreactivas  en la corteza  y aunque hay células GABA en todas las
capas, son mas abundantes en las capas II, III,V,VIa40. Las neuronas nacidas en
ED-19 y destinadas a las capas II/III en PND-12 han llegado a la capa III40.
Día postnatal 14º - PND-14: Desde PND-7 los cuerpos neuronales GABAérgicos
aparecen repartidos por todo el hipocampo, pero las terminales GABA
inmunoreactivas no son frecuentes hasta el final de la 2ª semana de vida
postnatal, es decir, PND-1479. Hay que tener en cuenta que las células granulares
de la fascía dentada que son células  Glutáminergicas, se dividen
fundamentalmente postnatalmente, se estima que el 85% se producen en las 3
semanas siguientes al nacimmiento44. Pero durante el desarrollo estas células
granulares expresan ambos fenotipos: glutaminérgico y GABAérgico, pero cuando
el desarrollo se ha completado el fenotipo GABAérgico desaparece. La expresión
del fenotipo glutaminérgico maduro depende de factores programados y
ambientales, ya que en cultivo las células granulares pueden volver a expresar
GABA100.                                                                                              Figura 3.28.
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Periodo adolescente: PND-15 / PND-21
Día postnatal 15º - PND-15: En cerebelo, en PND-15 las células de Purkinje
aparecen claramente marcadas y solo aparece un leve marcaje en células en
cesta y células estrelladas93. El marcaje de las células Golgi en cambio, va
disminuyendo paulatinamente y desaparecerá definitivamente en PND-2593. Entre
PND-10 y PND-15 las células en cesta del cerebelo, presentan tanto el soma
como los procesos intensamente teñidos, las terminales axónicas de las células
en cesta se detectan por primera vez en PND-15 alrededor del soma de las
células de Purkinje y forman un intenso penacho hasta PND-2037.Las células
estrelladas se tiñen intensamente con anticuerpos anti-GABA37.
En PND-15  los grandes  sistemas de aferencias al tálamo - sistema cortico-
talámico, y sistemas ascendentes: lemnisco, trigémino y espino-talámico - ya
parecen morfológicamente maduros44. Estas rutas que llegan al tálamo muy
pronto durante el desarrollo, en animales neonatales de PND-1 aún están muy
inmaduras, pero ahora ya han terminado ese proceso de maduración44. En estos
momentos el patrón de inmunoreactividad al GABA del núcleo reticular del tálamo
y del núcleo ventrobasal del tálamo ya muestran un patrón sináptico organizado44.
En el hipocampo de rata se encuentran las células nacidas en ED-14 y positivas
para la GAD en la base de la capa celular granular, presentando ya el patrón que
encontramos en el adulto24. Observamos  que existe un cambio en el patrón de
localización de las células GAD67 durante el desarrollo del giro dentado de la
rata, cambiando entre ED-20 y PND-15 el marcaje: en los estadios embrionarios
el marcaje esta localizado por encima de la capa granular, durante los estadios
postnatales tempranos esta dentro de la capa y finalmente en el borde interno de
la capa celular molecular24.
En un estudio realizado con inmunocitoquímica de la enzima GAD, en el Órgano
de Corti de la rata, se detectan en PND-1 fibras positivas eferentes laterales olivo-
cocleares en la zona basal, del haz de fibras internas espirales, y en la zona
apical en PND-3101. Posteriormente en PND-15 aparece marcador en la
inervación eferente medial olivo-coclear. En estas dos regiones del Órgano de
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Corti, el patrón de inmunoreactividad del adulto se alcanza para la GAD entre
PND-17 y PND-18101.
Según la corteza va expandiéndose hay un correspondiente descenso de la
densidad de células GABA inmunoreactivas en los dos tercios externos del manto
cortical hasta aproximadamente PND-15, estabilizándose en 20-25 células /
10.000 micrones2 para todas las laminas 81. Entre PND-1 y PND-5 hay un
aumento de 133% en el tamaño medio de las células marcadas, seguidas por un
paulatino descenso del 30% entre PND-15 y PND-4181.
Por lo que respecta al dimorfismo sexual en PND-15, después que el periodo
critico de diferenciación sexual ha terminado, ya no se detectan las diferencias
anteriores88. Se ha visto que eran dependientes de los esteroides gonadales que
regulan la GAD88,102. Cambios de esta naturaleza también se ha observado en el
hipotálamo102. El estudio con otro tipo de sustancias como los gluco-corticoides,
que regulan la expresión del sistema GABAérgico durante el periodo postnatal,
también se ha observado que existe una respuesta diferencial entre machos y
hembras103.
Día postnatal 16º -  PND-16: Hacia el final de a tercera semana postnatal, la
distribución de la inmunoreactividad al GABA en el núcleo reticular del tálamo y en
el núcleo ventrobasal es muy similar al que se encuentra en rata adulta44.
Día postnatal 18º - PND-18: En cerebelo para PND-18 el potencial de inversión
del GABA, cambia y casi alcanza el potencial de reposo y la conductancia del
GABA cambia y se produce una maniobra de inhibición96. Volveremos sobre este
tema en la discusión de los resultados.
Las células GABAérgicas del hipocampo han seguido fundamentalmente dos
gradientes de aparición: en el Cuerno de Ammon un gradiente lateromedial,
mientras que en el área dentada este gradiente ha sido dorsoventral y para el
PND-18 ya encontramos un patrón adulto donde las células GABAérgicas están
repartidas por todo el hipocampo32. En este periodo perinatal existen momentos
importantes de aumento tanto de células GABAérgicas  como de células GAD(+)
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entre PND-4 y PND-8 y entre PND-12 y PND-16, para llegar en PND-18 al 90%
de los valores del adulto78.
Día postnatal 20º -  PND-20: La intensidad del marcaje GABAérgico en el
cerebelo ya es similar al que se encuentra en PND-30 y a estadios mas tardíos37.
Para PND-20, día del destete según los autores de este trabajo, las células GABA
inmunoreactivas que procesan la información gustativa del núcleo rostral del
tracto solitario que se encuentran tienen prácticamente la misma densidad que en
los adultos. Durante el desarrollo se observa una perdida desproporcionada de
células que no contienen GABA54.
Día postnatal 21º -  PND-21: La expresión transitoria del GABA en la medula
espinal de la rata que alcanzó entre PND-7 y PND-10 su máximo porcentaje de
células GABA-positivas del 50%, llega en PND-21 al 20%, niveles que se
mantienen posteriormente11.
En células disociadas de medula espinal el estudio con anti-GAD-2 que había
comenzado a manifestarse en ED-21 llega a unos niveles en PND-21 del 20%12.
En los núcleos del tronco del encéfalo – núcleo hipogloso, ambiguo, cuneado,
estos núcleos están directamente o indirectamente implicados en el control
respiratorio – en los cuales aparece GABA durante el desarrollo pero a PND-2
había comenzado un descenso en la expresión del GABA, que termina de
culminarse en PND-2190.
Junto con el patrón expuesto anteriormente en la Oliva Inferior, el trabajo de
Merchan-Pérez et all105, nos confirma en PND-21 la cóclea de la rata ya muestra
un patrón adulto de inmunoreactividad al GABA y a la GAD104. La inervación
eferente de la cóclea se origina en dos grupos de neuronas localizadas en el
complejo de la oliva superior. El primer grupo – neuronas eferentes laterales –
mandan su axón  al Órgano de Corti y hacen sinapsis con dendritas de las
neuronas auditivas primarias, que son postsinápticas a las células en cepillo
internas de la cóclea. El segundo grupo – neuronas eferentes mediales – mandan
su axón y sinaptan con las células en cepillo externas de la cóclea. Estas dos vías
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usan el GABA como neurotransmisor en la edad adulta. En la rata en proceso de
maduración coclear se detecta inmunoreactividad en PND-3 y adquiere su
aspecto de adulto en PND-15 o PND-16105.Todos estos resultados nos hacen
pensar sobre la importancia de la aparición del GABA antes de la función de oír.
Puede ser que el GABA este implicado en un efecto neurotrófico durante la
maduración coclear y que tenga que participar de alguna manera en la
modulación de los primeros potenciales de acción cocleares, tan pronto como
estos aparezcan105 . Volveremos a incidir en este tema cuando veamos las
implicaciones del cambio de respuesta postsináptica de despolarizante a
hiperpolarizante en el último capitulo.
Figura 3.29.
Periodo juvenil: PND-22 / PND-28
Día postnatal 25º - PND-25: El marcaje de las células Golgi del cerebelo ha ido
disminuyendo paulatinamente y desaparece definitivamente en PND-2593. Es
precisamente en esta fase de PND-25 cuando las células mas  marcadas son las
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estrelladas y las células en cesta, y sin embargo ha desaparecido de las células
de Golgi y se mantiene en las células de Purkinje93.
Día postnatal 28º -  PND-28: Entre PND-0 y PND-28 la actividad de la enzima de
síntesis ha aumentado de forma lineal de forma que en PND-28 ya ha alcanzado
el 90% de los niveles del adulto29.
Durante el periodo postnatal la concentración del GABA aumenta mucho en la
retina y poco en otros tejidos oculares, alcanzándose los niveles de adulto en un
poco después de PND-28, en PND-30106. En un estudio histoquímico de
localización de neuronas que contienen GABA en retina de rata, durante el
desarrollo postnatal, vemos que estas se disponen a dos niveles107:
 En las capas internas de la retina que van aumentando desde la infancia hasta
la edad adulta. Los niveles de adulto se logran como muy tarde en PND-30 .
 En las capas externas de la retina, donde hay células horizontales que
muestran un marcaje transitorio GABA(+) que desaparece a partir de PND-15.
Así mismo en el nervio óptico aparece un marcaje transitorio para el GABA
durante las primeras semanas del desarrollo postnatal que se reduce mucho o
incluso esta ausente en el animal adulto108. Durante este periodo neonatal el
nervio óptico se despolariza por la presencia de receptores GABA-A, lo cual indica
que el GABA debe jugar un papel relevante en el desarrollo de mecanismos de
acción en el nervio óptico de la rata.
Hasta aquí hemos mostrado los diferentes resultados obtenidos por diversos
autores sobre la aparición del GABA o su enzima de sintesisen el SNC de la rata.
Estos datos podrían ser completados por estudios mas exhaustivos realizados en
todas las áreas y en todos los periodos embrionarios o postnatales. Se podría
terminar de elaborar un mapa completo del desarrollo del sistema GABAérgico
durante los periodos gestacionales, postnatales, juveniles hasta alcanzar la edad
adulta. En el siguiente capitulo mostraremos las conclusiones que se pueden
extraer de estos resultados.
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IV. DISCUSIÓN
Una vez analizados los resultados podemos concluir que existen dos tipos de
datos, unos anatómicos y otros funcionales, que podemos resumir:
Datos anatómicos que se desprenden del análisis  de los mapas de resultados:
1. Existe un gradiente caudo-cefálico de aparición del GABA a lo largo del
desarrollo embrionario de la rata.
2. La formación del GABA no está restringida a ciertos núcleos
anatómicamente determinados, como pueda ser el caso de otros
neurotransmisores, sino que lo hace como una red extensa y difusa que
cubre todos los niveles cerebrales estudiados.
3. Existe un periodo de maduración postnatal para lograr los niveles del
adulto.
Datos funcionales que se desprenden de la revisión de artículos sobre el
cambio de la naturaleza del GABA:
4. En los periodos embrionario y postnatal temprano, el GABA actúa como
neurotransmisor despolarizante de la membrana postsináptica.
5. De nuevo podemos identificar un gradiente de maduración funcional
caudo-cefálico donde el GABA pasa de actuar como despolarizante a
hiperpolarizante de la membrana postsináptica.
6. Cuando se alcanza la edad adulta el GABA esta plenamente maduro
tanto a nivel anatómico como a nivel funcional, convirtiéndose en el
neurotransmisor inhibidor mas importante del SNC de vertebrados.
Nos encontrarnos de nuevo con la premisa básica del campo de la
neurociencia, que nos lleva a estudiar la estructura y función simultáneamente.
A lo largo de esta discusión vamos a analizar cada uno de los puntos anteriores
para explorar cual puede ser el significado biológico de estos resultados.
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4.1. Existe un gradiente caudo-cefálico de aparición del GABA a lo largo
del desarrollo embrionario de la rata.
El análisis de los esquemas presentados en el capitulo anterior nos hacen
concluir que la aparición del GABA, desde el momento que se detecta en ED-
11, sigue un patrón de maduración caudo-cefálico concordante con los
patrones de desarrollo embrionario del SNC. La aparición del GABA comienza
en la médula espinal, continúa por el tronco del encéfalo, el cerebelo y
progresa hacia niveles corticales. Desde el momento inicial en el cual se
detecta el GABA en SNC, este va ir apareciendo en todas las estructuras
embrionarias nuevas que se van desarrollando. La razón por la cual hemos
incluido un apéndice en la introducción, sobre el desarrollo embrionario del
sistema nervioso central de la rata, ha sido permitir al lector una guía para el
estudio comparado de los días embrionarios en los cuales aparecen las
estructuras cerebrales con los días en los que aparece el GABA en cada una
de dichas  estructuras.
Aún así merece una mención especial la aparición transitoria de niveles de
GABA superiores a los del adulto en algunas áreas cerebrales estudiadas. Tal
y como veíamos en las graficas presentadas en el capitulo anterior. Podemos
apreciarlo claramente en el tronco del encéfalo en el grafico 31, en el bulbo
olfativo en el grafico 33, en el cortex cerebral grafico 34 y en el nervio óptico en
el grafico 36.
Proponemos que este aumento transitorio de la concentración de GABA pueda
ser debido a la función que desempeña el  GABA como promotor de la
sinaptogénesis, en áreas de crecimiento. Aunque también seria posible que el
aumento temporal del GABA, en ciertas áreas, ejerciera un papel protector, en
el periodo de transición entre la función despolarizante y la función inhibitoria.
En todo caso, como hemos visto en la introducción, el GABA presenta algunas
otras funciones que aún debe ser exploradas con mayor profundidad.
4.2. La formación del GABA no está restringida a ciertos núcleos
anatómicamente determinados, sino que lo hace como una red extensa y
difusa que cubre todos los niveles cerebrales estudiados.
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Como hemos podido comprobar la presencia del GABA no se restringe a
ciertos núcleos, sino que aparece como una red difusa presente en todos los
niveles cerebrales que se han estudiado. No es este el caso de otros
neurotransmisores, como la dopamina de la sustancia nigra, la serotonina del
núcleo del raphe o la noradrenalina del núcleo ceruleus, cuya producción se
restringe a un área tronco-encefálica proyectando a otras zonas más o menos
cercanas, donde pueden aparecer o ser detectadas127.
¿Por qué la inhibición se monta en todos los circuitos cerebrales que hemos
estudiado? Como hemos puesto de manifiesto en la introducción, el GABA es
el neurotransmisor inhibidor más importante del cerebro de mamíferos y los
sistemas neurales han evolucionado hacia un mayor numero de ínter-neuronas.
Este aumento de ínter-neuronas parece que permite un mejor procesamiento
tanto en lineal como en paralelo de la información de entrada y una mejor
regulación de la respuesta motora de salida, estas ínter-neuronas son
neuronas GABAérgicas, en su mayoría, como veíamos anteriormente. Este
proceso se observa a todos los niveles cerebrales, medulares, del tronco del
encéfalo, mesencefálicos y diencefálicos, pero es a nivel cortical donde
adquiere toda su relevancia.
Parece que la evolución del sistema nervioso central a lo largo de la escala
filogenética y muy especialmente en los mamíferos, con un índice de
encefalización creciente, esta basado en un aumento del numero de neuronas
tanto de naturaleza excitadora como de naturaleza inhibidora. Pero muy
especialmente hay un aumento de ínter-neuronas en todos los circuitos
cerebrales que permiten el refinamiento del procesamiento de la señal de
entrada eferente, así como del refinamiento de la respuesta motora eferente.
Lo cual les daría una ventaja adaptativa.
Pero también podríamos pensar que el aumento de funciones motoras del
cortex cerebral ha ido aumentando tanto en cantidad como en sofisticación, -en
el caso de los humanos la bipedestación y la marcha, el lenguaje la función
manual con la escritura-, todos estos sistemas eferentes son dependientes de
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la salida de la poderosas neuronas piramidales motoras de la capa V, todas
ellas glutaminérgicas. Un minucioso control del sistema excitador debe ser
fundamental ya que la excito-toxicidad del glutámico podría llegar a “quemar” el
sistema.
Observemos la naturaleza de la función de los neurotransmisores que
encontramos en los núcleos mesencefálicos como la serotonina -en los núcleos
del rafe-, frente a la función que presentan los neurotramisores como el ac.
Glutámico en la excitación y el GABA en la inhibición a nivel cortical. Creemos
que comparativamente esta diferencia funcional puede tener su correlato con
una distribución anatómica mas difusa y dispersa.
4.3. Existe un periodo de maduración postnatal para lograr los niveles del
adulto.
La existencia de un periodo de maduración postnatal es patrimonio de los
mamíferos, con la aparición de la corteza cerebral a nivel evolutivo. La rata
nace después de 22 días de gestación, siendo un animal de crecimiento rápido,
motivo por el cual es candidato preferente para muchos de los estudios
realizados en laboratorio. El animal alcanza el peso del adulto en dos semanas,
siguiendo con la nomenclatura del capitulo anterior, en PND-14. Así mismo, la
edad del destete corresponde a PND-21; se llega a la pubertad a las 8-12
semanas de vida, y la edad reproductiva se sitúa entre las 10 y 12 semanas de
vida1.
El periodo de maduración postnatal es un periodo altamente intrigante. ¿Por
qué existe?, ¿Para qué sirve?¿Qué sentido tiene que la madre naturaleza
mande a sus criaturas al mundo sin tener dispuestas todas sus herramientas,
en este caso neurológicas, para hacer frente a las eventualidades? ¿Por qué
en mamíferos este periodo es especialmente largo?
El periodo de maduración postnatal corresponde a un periodo de la vida del
individuo en la cual ya existe interacción entre el entorno y el sistema nervioso,
participando el aprendizaje y la experiencia en el moldeado de los circuitos
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cerebrales2,3. Parecería que la entrada sensorial y la salida motora estarían
implicadas en la activación de los sistemas ya que el refinamiento de las
sinapsis dependientes de función sería un paso crucial para formación precisa
de circuitos excitadores o inhibidores4.
Varios autores proponen la importancia de la función neural en el refinamiento
de los circuitos cerebrales. Walmsley et all5, proponen que “la actividad neural
juega un importante papel en la regulación de la fuerza o peso sináptico así
como en las propiedades de la membrana de la neurona”.
Este periodo de la vida del animal- el periodo postnatal- es precisamente en el
cual se realiza el cambio de naturaleza del neurotransmisor GABAérgico de
despolarizante a hiperpolarizante.
4.4. En los periodos embrionario y postnatal temprano, el GABA actúa
como neurotransmisor despolarizante de la membrana postsináptica.
En 1973, Osuka6 propuso en un artículo que presentó en un congreso, que “el
GABA cumple todos los criterios establecidos hasta la fecha, para ser una
molécula transmisora en SNC”. Desde ese momento se le ha considerado el
neurotransmisor inhibidor más importante y abundante del cerebro de
mamíferos.
Los trabajos realizados por varios laboratorios a lo largo de los años ochenta,
comenzaban a poner de manifiesto que en ciertos momentos del desarrollo el
GABA inducía despolarización en la membrana postsináptica en vez de la
esperada hiperpolarización, y que a lo largo del desarrollo se producía un
cambio de función7,8. Este dato inicialmente produjo cierto desconcierto en la
comunidad científica, pero el número de trabajos aumentaba y parecía que se
confirmaba en cada nueva publicación.
Finalmente el grupo de Cherubini et all9, en 1991 publicaron un articulo donde
afirmaban que “el GABA es un neurotransmisor excitador en el periodo
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postnatal temprano”. A partir de ahí, numerosos autores comienzan a explorar
este nuevo enfoque, aparecieron artículos de diferentes áreas cerebrales, así
como de diversos momentos del desarrollo y sus características 10,11.
El trabajo de Cherubini et all9 se realizó con animales en la primera semana de
vida postnatal, en neuronas del hipocampo, y deja establecidas las líneas
básicas:
• Los receptores GABA-A median la “excitación” en neuronas neonatales.
• Este efecto es debido a los diferentes gradientes de Cloro.
• Existen cambios en la estructura del receptor GABA-A a lo largo del
desarrollo.
• Los receptores GABA-A aportan las descargas tónicas excitadoras
necesarias para el crecimiento y la diferenciación.
• Solo con la llegada de las corrientes de glutámico y otras provocadas
por otros neurotransmisores excitadores cambia el gradiente del Cloro y
entonces el GABA ejerce su papel de neurotransmisor inhibidor en el
adulto.
4.4.1. ¿Qué sentido biológico puede tener el hecho de que el NT inhibidor
más importante actúe como despolarizante durante el desarrollo
embrionario y las primeras etapas de desarrollo postnatal? El aprendizaje
biológico.
En 1949 Donald Hebb12, publicó su libro “The Organizatión of Behaviour” donde
enunció una de las hipótesis, actualmente mas aceptada,  sobre el aprendizaje,
conocida como la regla de Hebb: “neuronas que disparan juntas se conectan
juntas”. Hebb fué pionero en la idea de que la co-activación fortalece las
conexiones sinápticas entre las células y lleva a grupos de neuronas
espacialmente relacionados a formar ensamblajes celulares y finalmente
circuitos funcionales13. Hicieron falta unos cuantos años hasta que llegamos a
conocer los mecanismos bioquímicos y a nivel molecular que subyacían a esta
afirmación. En 1973 se describió la “Potenciación a largo plazo” – LTP, en sus
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iniciales en inglés-. La LTP ha sido usada por numerosos autores como soporte
a la regla de Hebb y ha ido ganando favor en los diversos modelos de
aprendizaje. Según los principios de potenciación a largo plazo, para que una
sinapsis se consolide tiene que disparar un determinado número de veces, en
un determinado periodo de tiempo. El mecanismo molecular presente en la LTP
ha sido muy estudiado en diversas áreas del cerebro, pero especialmente en el
hipocampo e implica a los receptores de glutámico así como la entrada de Ca+2
dentro de la célula14.
Durante la estimulación de baja frecuencia el neurotransmisor ácido glutámico
se une a los receptores postsinápticos denominados AMPA -kainato-
quiscualato-A14- los cuales se abren, así mismo se une a los receptores NMDA
pero estos no se abren ya que se encuentran bloqueados por la presencia de
un ión Magnesio. Sin embrago durante la estimulación de alta frecuencia se
abren ambos canales ya que el Magnesio se desbloquea, permitiendo al Calcio
entrar en la célula. El calcio entrante genera un mensaje retrogrado en la célula
presináptica que había sido activada anteriormente. Este mensaje produce
cambios adaptativos en la terminal postsináptica que permite que mas ácido
glutámico sea liberado, cuando sea estimulado de nuevo. Este proceso nos
permite entender la forma en la cual las conexiones sinápticas entre 2
neuronas son mas eficaces cuando ambas células han estado por encima del
umbral y disparan al mismo tiempo. Resumiendo las leyes de Hebb se podrían
enunciar:
• Las conexiones entre las neuronas se fortalecen si la neurona pre y post
sináptica disparan juntas o correlacionadas en el tiempo.
• Las conexiones entre neuronas se debilitan si la neurona pre y post
sináptica no disparan correlacionadas en el tiempo.
¿Cómo es posible que ocurra esto en un circuito de inhibición? Hemos de tener
en cuenta que la regla de Hebb implica la coincidencia espacio-temporal15, es
decir la coincidencia de la actividad de la célula presináptica y la actividad de la
célula postsináptica, que permita los cambios en las proteínas kinasas,
IV. DISCUSIÓN
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
204
fosfatasas y en los niveles de Ca+2 intracelular, sin los cuales no se producirían
las modificaciones moleculares subyacentes a la LTP16. Este modelo de trabajo
presentaba un problema a la hora de explicar el funcionamiento de las células
inhibitorias, las cuales quedaban excluidas, aludiendo, los diversos autores a
mecanismos de aprendizaje no-hebbianos, para el sistema inhibitorio17.
Exponemos a continuación una tabla basada en 1-respuesta y 0-ausencia de
respuesta o de disparo que nos permita visualizar mejor lo que estamos
proponiendo. Hemos de tener en cuenta  que lo que consigue la función
inhibitoria es impedir el disparo de la neurona postsináptica, provocando una
hiperpolarización de la membrana que le hace menos susceptible de disparar.
Célula
presináptica
Tipo de
respuesta
Potencial de
acción
Célula
postsináptica
Tipo de
respuesta
Potencial de
acción
Excitadora 1 Excitadora 1
Excitadora 1 Inhibidora 0
Inhibidora 1 Excitadora 0
Inhibidora 1 Inhibidora 0
Figura 4.1.
Si observamos lo que ocurre en el proceso de la inhibición, contrariamente a lo
que ocurre en la excitación, el disparo de una sinapsis inhibitoria está
necesariamente no-correlacionado con el disparo de la postsináptica a la cual
se supone que debe inhibir, por lo tanto parece imposible que los circuitos
inhibitorios se puedan refinar a través del fortalecimiento de las sinapsis. La
situación que se encuentra en el animal adulto es incompatible con las reglas
de Potenciación a largo plazo y la regla de aprendizaje de Hebb. Tendríamos
que asumir por tanto que los circuitos cerebrales que integran la  inhibición no
se forman siguiendo los mecanismos conocidos hasta ahora, o tal vez vengan
determinados genéticamente. Es decir la inhibición en SNC seguiría leyes
desconocidas por el mundo científico hasta ahora. Además, la idea de refinar
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Potenciación a largo plazo
LTP
Célula presináptica
GABA
Célula postsináptica
despolarizada
los circuitos inhibitorios a través de la plasticidad dependiente de la función
presenta las mismas dificultades de tipo conceptual.
Salvo que durante un periodo determinado de tiempo las sinapsis “inhibitorias”
fueran temporalmente “excitadoras”….
podría ser una  explicación plausible que los circuitos GABAérgicos quedaran
establecidos en un periodo de transición, con potenciales de acción
despolarizantes, que lograran conectar neuronas formando circuitos
inhibitorios, que fueran plenamente funcionales al llegar a la edad adulta.
Se ha observado en el trabajo realizado en un circuito inhibitorio de la ruta
auditiva, en la Oliva superior lateral (LSO)18 que “el refinamiento del circuito
tanto a través de la eliminación de ciertas sinapsis como por el fortalecimiento
de otras sigue el mismo patrón que las sinapsis excitadoras”. Este proceso
tiene lugar en una ventana temporal que va desde PND-1 hasta PND-11/14.
Durante este proceso unas sinapsis se podan y eliminan y otras se fortalecen,
de forma que al final quedan las mas eficaces, refinando el futuro circuito
inhibitorio19. Hemos de hacer notar que este proceso tiene lugar precisamente
antes de que empiece la función auditiva que tiene lugar aproximadamente en
PND-14.
Efectivamente durante este periodo
de tiempo las sinapsis GABAérgicas
son despolarizantes: En el LSO en
PND-1 el ECl- es de –48 mV y
cuando empieza la audición ya ha
pasado a ser ECl- de –82 mV18.
Figura 4.2.
Durante el periodo de refinamiento las entradas de GABA despolarizan la
neurona postsináptica, lo cual provoca un incremento de [Ca+2]intracelular en
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esta célula postsináptica y se puede producir un potencial de acción. En
sinapsis inhibitorias se da una correspondencia temporal entre el refinamiento
de los circuitos para el desarrollo de la inhibición y las propiedades
despolarizantes del GABA, para culminar unos pocos días antes de entrar en
funcionamiento los circuitos para la audición. Este mecanismo de plasticidad
sináptica se pierde posteriormente, pero deja un mapa inhibitorio auditivo
ipsilateral bien ordenado 19.
Por lo tanto durante el desarrollo la situación podría ser la siguiente: El GABA
actúa despolarizando la neurona postsináptica.
Estas dos células al disparar juntas durante un cierto tiempo, se conectan
juntas, formando un circuito neural que “ya han aprendido”. Con el tiempo y
según un posible programa de activación génica se modificara  la expresión de
las proteínas del receptor postsináptico del GABA así como de los extrusores
de Cl-, pasando a ser una sinapsis inhibitoria, pero para ese momento el
circuito que integra la excitación y la inhibición ya estará formado.
Como propone Ben Ari20, “parece que la naturaleza ha encontrado una
elegante manera de solucionar varias cuestiones”. Este mecanismo permite
“excitar”  neuronas en desarrollo para promover la formación de circuitos y el
crecimiento sináptico, evitando efectos potencialmente tóxicos de un
desencuentro entre una excitación muy potente y una inhibición no
completamente estructurada. El elemento clave de esta cascada está en la
función del GABA, que añade un elemento clave a la construcción de los
circuitos cerebrales.
4.4.2. Papel del receptor GABA-A en el cambio de función
El cambio de papel del GABA de neurotransmisor excitador que genera
despolarización en la neurona postsináptica durante la embriogénesis y el
desarrollo postnatal, al papel de inhibidor o hiperpolarizante de la neurona
postsináptica en cerebro de adulto, no parece estar ligado a la neurona
IV. DISCUSIÓN
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
207
presináptica o liberadora de la molécula de GABA per se, sino a la respuesta
de la neurona postsináptica. Y más específicamente al papel del receptor
GABA-A y al potencial de reversión del Cloro, como propusieron en su trabajo
inicial Cherubini et all9.
Hablar de receptores de GABA-A es hablar del componente postsináptico de la
sinapsis GABAérgica, que puede ser tanto una neurona liberadora de cualquier
otro neurotransmisor como de otra neurona liberadora a su vez de GABA.
Como veíamos en la introducción cuando describíamos la estructura del
receptor GABA-A, existe una gran familia génica que codifica para las
diferentes subunidades. Lo cual pone de manifiesto el alto número de posibles
combinaciones de expresión, teniendo en cuenta todas las variables:
 diferentes sub-unidades estructurales
 diversas localizaciones en SNC
 variabilidad temporal: periodos embrionario, neonatal, postnatal y adulto.
En el momento actual se piensa que la expresión de las diferentes sub-
unidades de la molécula receptora, marcan diferentes momentos madurativos:
Periodo embrionario: La expresión del receptor GABA-A es muy temprana en
el desarrollo embrionario, detectándose en ED-14 en el primodio cortical,
aunque de una forma todavía difusa, su presencia va aumentando
paulatinamente hasta llegar en ED-20 a estar presente en todo el estrato
cortical21.  Su patrón de desarrollo sigue un gradiente de dentro a fuera. De
hecho se piensa que la expresión del receptor GABA-A en el cerebro de rata en
desarrollo, ocurre simultáneamente a la maduración dendrítica de las células
GABA-inmunopositivas21.
La expresión de los genes de las 19 sub-unidades del receptor GABA-A22, se
puede estudiar por hibridación in-situ, observándose que cada trascrito
presenta un perfil único de expresión espacio-temporal en el cerebro de rata.
Estos cambios en la expresión temporal de las diferentes sub-unidades se
observa a lo largo de todo el desarrollo, en el periodo embrionario, postnatal y
finalmente en el animal adulto23,24. Los cambios en la expresión génica de las
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sub-unidades del receptor GABA-A sugieren una explicación molecular para las
observaciones señaladas anteriormente sobre el cambio de afinidad del ligando
y el cambio de función del GABA23.
Por ejemplo en corteza y tálamo es muy pronunciada la expresión de los genes
de las sub-unidades α2, α3, α5, y β3, durante el periodo de desarrollo, pero la
expresión cortical y en tálamo de estos cuatro genes, disminuye a lo largo del
tiempo y es sustituida en el animal adulto por la presencia de α1, α4,β2 y δ23.
Específicamente en corteza cerebral, se ha observado durante el desarrollo
embrionario, varios patrones de expresión, en relación a las diferentes sub-
unidades25:
• α1: Esta sub-unidad no se expresa durante el periodo embrionario, y
como veremos mas adelante comienza a expresarse cuando la función
del GABA empieza a establecerse como neurotransmisor inhibidor en el
cerebro de adulto 25,35.
• α 4 - β1: Estas sub-unidades se expresan durante el desarrollo
embrionario en el neuroepitelio indiferenciado y en las capas corticales
en desarrollo. Por ello parece que estarían implicadas en la
diferenciación del neuroepitelio y el desarrollo del estrato cortical25.
• α3-β2-β3-γ4: Estas sub-unidades se encuentran en el desarrollo
embrionario en las capas corticales en desarrollo, lo cual hace pensar
que están implicadas en el desarrollo del estrato cortical25.
Si revisamos los datos disponibles, encontramos:
ED-13: Se produce la expresión de los mRNAs que codifican para las  sub-
unidades del receptor GABA-A (α1-6, β1-3, γ1-3, y δ), las conocidas hasta la
fecha, se estudiaron en la medula espinal de rata y en el ganglio de la raíz
dorsal, detectándose en ED-13, todas las sub-unidades excepto α-6. Se podían
distinguir dos grupos anatómicos: uno en la zona ventricular y otro en la capa
IV. DISCUSIÓN
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
209
del manto. Algunos de estos transcritos desaparecen en ED-17 siendo su
expresión transitoria, mientras que otros se mantienen hasta la edad adulta26.
En otros estudios de células de la región dorsal de la medula espinal de rata en
ED-13 muestran transcritos de tres sub-unidades α 4, β1 y γ1 por hibridación
in-situ, pero por inmunocitoquímica se detectan además otras sub-unidades
como α2, α3, β3 y γ227.
ED-15: Se detectan por primera vez  mRNAs de las sub-unidades β2, β3 y γ2
en medula espinal de rata , siguiendo un gradiente ventral-dorsal y en las
regiones inferiores como el puente, la medula y el tálamo28. En la zona del
manto de la región ventral de la zona cervical de la medula espinal se detectan
α2, α3, α5, β2, β3 y γ227.
Progresando hacia zonas más cefálicas, en el bulbo olfatorio de rata de ED-15
se detectan los transcritos que codifican para las sub-unidades α2, β2 y β3 29.
El mRNA de la sub-unidad β3 concretamente, se encontró que se expresa
abundantemente en las células del bulbo olfatorio28.
La expresión de estos transcritos en cerebro embrionario completo de rata en
ED-15 son las sub-unidades α2 y α330.
Con otras técnicas – extracción de mRNA, inyección en oocitos, expresión del
receptor y medida de las corrientes generadas por antagonistas, aparecen en
ED-15 aumentando progresivamente hasta llegar al máximo en PND-3031.
ED-16 : Por técnicas de hibridación in-situ practicadas con todas las sub-
unidades del receptor GABA-A, en neocortex de rata extraído de embriones de
ED-16, se han detectado β2 y γ232. Así mismo en células también del neocortex
de rata en ED-16 que posteriormente son cultivadas, se han medido corrientes
postsinápticas mediadas por el receptor GABA-A33.
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ED-17: En células extraídas de todo el cerebro de rata embrionaria en ED-17
se detecta la expresión de las sub-unidades α2, α3 y α5, estas subunidades
están presentes de forma abundante en numerosas áreas del SNC. La
subunidad α6 está presente pero en menor cantidad en el neuroepitelio cortical
y su presencia va ir disminuyendo paulatinamente hasta que en ED-19 ya no se
detecta28.
En ED-17 en la zona cefálica del SNC las sub-unidades β2, β3 y γ2, se
detectan por primera vez en la capa externa del hipocampo y en todo el
neuroepitelio cortical 28.
ED-18: En ED-18 se detecta, por primera vez en neocortex de rata, el mRNA
de la sub-unidad α132. En ED-18 se observa en neuronas de neocortex, la
aparición de las primeras corrientes postsinapticas mediadas por el receptor
GABA-A, siendo estas corrientes de naturaleza despolarizante34.
ED-19: Según algunos autores la aparición del mRNA de α1  se retrasaría un
día, detectándose por primera vez  en el cortex de rata en ED-1930. En ED-19
los mRNAs mensajeros de las sub-unidades β2, β3 y γ2 se reparten de forma
abundante por todo el SNC, co-existiendo en todas las áreas estudiadas a
excepción del giro dentado y de la corteza entorrinal; en estas áreas si se
expresaran conjuntamente pero en el animal adulto28. En zonas como el bulbo
olfatorio en desarrollo, las células glomerulares expresan unas subunidades
frente a las células mitrales que expresan otras28.
Nacimiento y Periodo Postnatal: En estudios globales de todo el SNC, se
detecta que la inmunoreactividad de la sub-unidad α1 es muy baja en el
momento del nacimiento y restringida a unas pocas áreas cerebrales y se
incrementa mucho durante las primeras semanas de vida postnatal35. La
inmunoreactividad de la sub-unidad α2, muestra una distribución muy amplia al
nacimiento y desaparece de muchas áreas justo después de que aparezca la
sub-unidad α1, dándose un periodo de co-existencia de ambas35. La otra
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subunidad α3, se presenta en niveles muy altos al nacimiento para ir
disminuyendo su presencia con la edad36. En el caso de las sub-unidades β2 y
β3 su marcaje es abundante y amplio en todos los estadios indicando que
estas sub-unidades están presentes en los receptores tanto de neonatos como
de adultos35. La combinación mas abundante en animales neonatos es α2, β2 y
β335.
En medula oblongata ya presenta el mismo número de lugares de unión de
GABA que en el adulto, por el contrario en cerebelo y en corteza frontal, el
numero de lugares de unión va aumentando de forma lineal 37.
En tronco del encéfalo por técnicas de auto-radiografía, se detecta la presencia
de receptores GABA-A en todas las zonas estudiadas, pero si comparamos la
densidad de marcaje entre zonas caudales y rostrales, vemos que la densidad
es mayor en las zonas del tronco del encéfalo que en las zonas rostrales donde
se alcanzara un pico de densidad mas adelante, entre PND-5 Y PND-1038. Se
observa que en zonas como el cerebelo, la corteza, el tálamo y el giro dentado
la densidad de marcaje va a ir aumentando con la edad, especialmente entre
PND-10 y PND-2138, mientras que estructuras anteriores  como el caudado-
putamen y el área CA1 del hipocampo no aumentan de forma notable después
del nacimiento38. Estos datos nos sugirieren que los receptores GABA-A se
desarrollan antes en estructuras filogeneticamente mas antiguas que en
regiones mas nuevas.
Las células de Purkinje del cerebelo no presentan sin embargo ningún cambio
a lo largo del desarrollo expresando desde el nacimiento hasta la edad adulta la
misma combinación de subunidades, es decir α1, β2, β3 y γ23.
El estudio del hipocampo de rata neonatal pone de manifiesto que ya se están
expresando  sub-unidades, siendo la mas abundante α 5, seguida de γ2, α2 y
α4 respectivamente; las otras sub-unidades se expresan también, pero en
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cantidades mucho menores, observándose una pequeña presencia de la sub-
unidad δ39.
Todas las sub-unidades estudiadas en el neocortex de rata muestran un nivel
máximo de expresión en el nacimiento por comparación con otras areas y van
a seguir aumentando sus niveles hasta llegar a PND-1532. Además al
nacimiento, en neocortex de rata se detecta actividad eléctrica despolarizante
en el 50% de las neuronas, mediada por los receptores de GABA-A34.
A lo largo de los siguientes días postnatales, podemos detectar pequeños
cambios paulatinos en la composición de las sub-unidades del receptor GABA-
A, que exponemos a continuación:
PND-2: Como veíamos anteriormente, en células granulares de cerebelo
extraídas de sujetos de PND-2/10 se detecta la presencia de las sub-unidades
α1 y α6, mostrando un perfil que se correlaciona con la madurez del cerebelo
en este estadio40.
PND-5: En este momento se detecta por primera vez el mRNA de α1 en
hipocampo30. En PND-5 se siguen expresando β2, β3 y γ2 conjuntamente y han
aparecido las sub-unidades β1 y δ en el hipocampo y en la corteza entorrinal28.
PND-7: De las posibles 19 sub-unidades conocidas hasta la fecha de este
trabajo, las células granulares del cerebelo presentan un grupo especifico de
subunidades que forman el receptor GABA-A para el GABA, formado por α1,
α6, β2, γ2 y δ22. Y según las respuestas EC50 al GABA se pueden clasificar en
tres grupos, siendo el primero el que aparece entre PND-7 y PND-14, cuando
comienza a expresarse la sub-unidad α6. El segundo grupo estaría presente
entre PND-15 y PND-28, donde parece que hay un 50% de células que
expresan ya α1 y α6, y finalmente otro activo desde PND-28 hasta edades
adultas22. La expresión madura de la sub-unidad α6  del receptor GABA-A se
encuentra en las células granulares de cerebelo desde PND-7, es decir el
mensajero tal y como se encuentra en adultos -anteriormente entre ED-15 y
animales neonatos y en la primera semana de vida, se encontraba como un
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pre-mensajero-, ha ido aumentando hasta llegar a un pico en PND-21, este
mensajero se mantiene a partir de ese momento a niveles constantes41.Sin
embargo la sub-unidad α1, en células granulares de cerebelo, sufre un
descenso drástico entre PND-21 y PND-2841.
Varios autores han propuesto la hipótesis de que la aparición de la sub-unidad
α1 en el cerebro de rata, a lo largo del desarrollo podría estar implicado o
marcar el inicio, en el cambio de función del GABA. Inicialmente el GABA
tendría una función que le implicaría en la diferenciación neuronal, con un
importante papel en la despolarización postsináptica. Posteriormente asumiría
su papel clásico como neurotransmisor inhibidor en el cerebro de adulto35 . Los
estudios  de desarrollo muestran que el incremento de los niveles de mRNA de
la sub-unidad α1, del receptor GABA-A,  en  distintas áreas del cerebro de rata
aumentan entre PND-7 y PND-21 de manera similar al desarrollo de los lugares
de unión de las benzodiazepinas42. Las zonas mas rostrales del SNC llegan a
un pico en la expresión del receptor GABA-A entre PND-5 y PND-1038.
Si analizamos la expresión de las otras sub-unidades, como son las β -β1, β2 y
β3- observamos varios patrones de expresión43:
• β3 sigue un patrón de expresión donde en el nacimiento su expresión es
muy alta y continua a lo largo del periodo postnatal, en áreas como el
isocortex, el bulbo olfatorio, la formación hipocámpica, la amígdala, el
septum, la cama de la estria terminalis, el caudado-putamen, el núcleo
acumbens, el globo pálido, el pálido ventral y el hipotálamo43.
• Las subunidades β1 y β2 siguen un patrón diferente donde hay muy
poca o nula expresión en el momento del nacimiento con un rápido
aumento hasta alcanzar el nivel del adulto en la etapa temprana
postnatal, en las áreas estudiadas: isocortex, formación hipocámpica,
etc43.
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• Existe un tercer tipo de patrón, ligado la expresión transitoria y escasa
de β1, en núcleo olfatorio anterior, en el tubérculo olfatorio , así como en
la corteza piriforme. En el momento del nacimiento β1 esta presente en
estas áreas, aumenta hasta lograr un pico en la etapa postnatal para
desaparecer luego en la vida adulta43.
En el núcleo reticular del tálamo -NRT- estructura que esta formada en su
totalidad por neuronas GABAérgicas, también se expresan receptores GABA-A
postnatalmente, pero la potencia del GABA activando estos receptores decrece
a lo largo de la vida postnatal, hasta llegar al individuo adulto; esta bajada de
función parece que es suplida simultáneamente por un aumento de la densidad
de los receptores en las membranas celulares postsinápticas44.
PND-30: Este estudio se realiza en hembras y se observa que el GABA y su
sistema de receptores GABAérgicos GABA-A y GABA-B ejerce un papel
claramente inhibitorio sobre el eje hipotalámico-pituitario-ovárico, así como
sobre la liberación de Glutámico y taurina, durante el proceso puberal45.
Animal adulto: En el animal adulto la combinación más abundante de sub-
unidades del receptor GABA-A, que se detecta por inmunocitoquímica,  es α1,
β2 y β335. Pero si analizamos específicamente la corteza cerebral del animal
adulto, encontramos la composición del receptor  como α1, β2, γ2. En una
análisis de la distribución de estas tres sub-unidades en las distintas capas de
la corteza, observamos una mayor expresión en la capa IV, en zonas
granulares, y en las capas III y V superior, en  zonas agranulares. Este patrón
de organización regional diferencial del receptor GABA-A parece que podría
estar relacionado con el crecimiento y organización de las proyecciones
tálamo-corticales, y en la maduración de los propios circuitos corticales32. Ya
que la expresión de  los cuatro genes presentes en el desarrollo embrionario,
en la proyecciones talamo-corticales disminuye y es sustituida en el animal
adulto por α1, α4,β2 y δ23.
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El cerebelo ha sido otro de los lugares de abundante estudio de la familia
génica del receptor del GABA-A, tanto por los patrones de desarrollo
conocidos, como por la presencia de muchas de las sub-unidades del receptor
GABA-A 46. Si realizamos un cuadro sinóptico, podemos observar la presencia
de las diferentes sub-unidades en los diferentes tipos celulares:
GABA-A CAPA
MOLECULAR
CAPA DE CÉLULAS
DE PURKINJE
CAPA
GRANULAR
NÚCLEOS
CEREBELOSOS
α1 + ++ + ++
α3 ++ - - ++
α4 ++ - - +
β1 + ++ + -
β2 + ++ ++ ++
β3 ++ - ++ +
γ1 - ++ + -
γ2 + ++ ++ ++
Figura 4.3. Receptor GABA-A y su distribución en cerebelo46.
4.4.3. El papel del  ión Cloro
El GABA puede ejercer su función como neurotransmisor gracias a sus
diferentes receptores de membrana. Es especialmente relevante el papel del
receptor GABA-A, que como veíamos anteriormente, es una proteína
pentamérica que forma un canal para el Cloro. De ahí que vayamos a dedicar
cierta atención al papel que desempeña el ión Cloro en  el cambio de papel o
de función que se observa en el GABA a lo largo del desarrollo.
Como veíamos al hablar del entorno iónico, en el cerebro de animales adultos,
la liberación del GABA por la célula presináptica, permite que éste se una a su
receptor, el GABA-A, produciéndose la apertura del canal de Cloro, iniciándose
la entrada de éste en la célula, por un gradiente electroquímico, que a su vez
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genera la hiperpolarización de la membrana y un potencial postsináptico de tipo
inhibitorio109. Pero esto que ocurre en el animal adulto, no es lo que sucede
durante el desarrollo como hemos visto, siendo crucial el papel que juega tanto
el receptor del GABA - GABA-A – por un lado, como la concentración de ión
Cloro por otro.
Las sinapsis inhibitorias mediadas por el GABA maduran gradualmente durante
el primer mes de vida postnatal47,48. Estos IPSP son debidos a la apertura de
los canales de Cloro que forma el receptor GABA-A y a la entrada de Cloro, lo
cual hiperpolariza la membrana, se producen gracias al gradiente de Cloro que
atraviesa la membrana de la neurona.
Las neuronas presentan canales de Cloro, tanto dependientes de voltaje como
no-dependientes de voltaje49, hay neuronas en las que  el Cloro solo se mueve
a través de la membrana por potenciales eléctricos o por gradientes de
concentración, como se ha podido comprobar, ya que la conductancia del Cloro
puede ser tanto voltaje-dependiente como activada por el neurotransmisor
GABA49.En estas células el  Potencial de reversión del Cloro ECl- = -70 mV14,
es prácticamente igual al potencial de reposo de la membrana, es decir  Vm = -
60 mV109.
La concentración del ión Cloro intracelular también parece estar implicada en
otras diversas funciones, como el mantenimiento del volumen celular y el
control del ciclo celular50. El ión Cloro también participa en el mantenimiento del
potencial de reposo de la membrana de una neurona, junto a otros iónes, como
el Na+ y K+109. En animales adultos, las neuronas corticales mantienen este
gradiente de Cloro a través de un transporte activo de Cloro hacia fuera de la
célula –sistemas de extrusión del Cloro -, pero en neuronas inmaduras la falta
de eficacia o de desarrollo de estos sistemas de extrusión del Cloro podrían ser
los responsables en el cambio positivo en el ECl- y por lo tanto en la respuesta
de despolarización de las células48. Durante el proceso de desarrollo las
neuronas acumulan Cloro de forma activa, en su interior, pero al alcanzar la
madurez la concentración de Cloro intracelular decrece y es cuando se produce
el cambio hacia la función inhibitoria51. Esto implicaría que los transportadores
de Cloro jueguen un papel importante en su homeostasis51.
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El descenso de la concentración de Cloro en el animal adulto, también  tiene
que ver con otros factores: hay un descenso de agua en el cerebro que es
inversamente proporcional con el aumento de lípidos y de proteínas. Además
en los primeros días de vida el espacio extra-neuronal esta ocupado por fluido
intersticial con muy pocas células de glía. Pero progresivamente aumenta el
denominado “índice de glia” es decir el cociente entre la densidad de la
neuroglia con la densidad de las neuronas. El hecho de que aumente la
densidad de la glía con la edad es importante con respecto al descenso de la
concentración Cloro, ya que en el animal adulto el espacio intersticial esta
ocupado por glía, lo que reduce el Cloro libre52. Otros autores plantean que el
transporte de GABA de alta afinidad alcanza en PND-15 unos niveles de entre
el 170-190% del nivel del animal adulto. Tanto las neuronas como la glía
contribuyen por igual a la re-captación del GABA de alta afinidad durante este
periodo de PND-1553. Así mismo debemos recordar que durante este periodo
postnatal los ratios entre neurona/glía se incrementan 12 veces en la corteza y
4 veces en el estriado, desde el nacimiento hasta la edad adulta53.
En estudios realizados con células embrionarias de medula espinal y bulbo
olfativo en ED-15, se observa que existen corrientes eléctricas como respuesta
a la aplicación de GABA, en concentraciones micromolares 2-10µm-; que
pasan por la activación de canales de Cloro54. Estos canales cuando están
abiertos, se despolariza la membrana  celular hasta -30mV, es decir hasta
conseguir alcanzar el potencial de reversión del Cloro en células embrionarias
de medula espinal54. Estos datos concuerdan con otros realizados in-vitro con
motoneuronas embrionarias de medula espinal de rata y con neuronas de
hipocampo postnatales. Otros autores han obeservado que en  preparaciones
de hipocampo, la respuesta de los canales de Cloro a la aplicación del GABA,
se convierte de despolarizante a hiperpolarizante durante la segunda semana
de vida postnatal55, aunque algunos otros autores la adelantan unos días56.
Todos estos resultados parece que van confirmando la idea que durante el
desarrollo, en el periodo embrionario y postnatal, el GABA despolariza las
células en relación con su potencial de membrana en reposo y que se va
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produciendo un progresivo descenso de la magnitud de la despolarización
debido a los cambios en el gradiente del Cloro54.
Cuadro sinóptico:
Desarrollo embrionario y postnatal Animal adulto
• [Cl-]intracelular:
• [Cl-]extracelular:
• Potencial de reversión del Cl:-30
mV
• Potencial de membrana: -60 mV
• Las células acumulan Cl- de
forma activa.
Proceso: Liberación de GABA, unión al
receptor GABA-A, que se abre y es un
canal de Cloro, el Cl sale de la célula
hasta llegar a su potencial de equilibrio,
a –30 mV, por lo que la membrana se ha
despolarizado: EPSP.
• [Cl-]intracelular: 7 mM
• [Cl-]extracelular: 140 mM
• Potencial de reversión del Cl: -58
mV
• Potencial de membrana: -60 mV
• Presentan transportes activos
para sacar Cl de la célula.
Proceso: Liberación de GABA, unión al
receptor GABA-A, que se abre y es un
canal de Cloro, el Cl  entra en la célula,
hasta llegar a su potencial de equilibrio,
a –58 mV, por lo que la membrana se ha
hiperpolarizado: IPSP.
Figura 4.4.
Visto desde el otro prisma, el GABA aplicado a las neuronas de hipocampo
durante la primera semana de vida postnatal provoca una respuesta de
despolarización. Esta despolarización de la membrana resulta de la salida de
iónes Cloro de la célula, a través del los canales iónicos GABA-A, siendo en
ese momento el gradiente de Cloro de salida; la fuerza que genera la salida del
Cloro puede estar generada o mantenida por moléculas que mantienen la
concentración intracelular del ión por encima del equilibrio electroquímico56. Si
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tenemos en cuenta que el potencial de reversión o de equilibrio del Cloro en la
fase embrionaria es  – 30 mV54, como hemos visto anteriormente. El potencial
de reversión o de equilibrio del Cloro de la fase adulta es –58 mV109, es
evidente que en un caso la entrada de Cloro en la célula la despolariza,
mientras que en el otro caso hiperpolariza . Siendo este el posible motivo último
del cambio de función del GABA – de despolarización de la membrana celular a
hiperpolarización de la misma - que han observado los diversos autores.
Por lo tanto, parece lógico preguntarse qué ocurre  a lo largo del desarrollo con
los gradientes de Cloro, cuales son y como maduran los sistemas de entrada y
de salida del Cloro. Debido al cambio de mentalidad que supuso en la
comunidad científica el hecho de que el clásico neurotransmisor inhibidor
actuara como “excitador” durante la fase del desarrollo, gran cantidad de
trabajos se han realizado en esta dirección, localizándose varios tipos de
transportadores del Cloro, y estudiándose su proceso de expresión a lo largo
del desarrollo. Los canales de Cloro también están siendo ampliamente
estudiados por sus implicaciones en canalopatías genéticas ligadas a la
epilepsia en humanos118,57.
Los cambios en la concentración del Cloro, se deben a dos tipos de moléculas,
unas meten Cloro dentro de la célula -intrusión-, mientras que las otras lo
sacan –extrusores-. Los cambios en la concentración de Cloro intracelular a lo
largo del desarrollo, están mediados por  los cambios producidos durante el
desarrollo en  las proteínas transportadoras50. Estas proteínas actúan como co-
transportadoras de cationes y Cloro, además de intercambiadores58. Todos
ellos están regulados a lo largo de este periodo, presentando un patrón de
expresión espacio-temporal único que sugiere que tanto el Cloro como sus
mecanismos de regulación de concentración y entorno iónico, juegan un papel
crítico en el control del desarrollo neural50. Algunos autores apoyan la hipótesis
de que el co-transportador K+-Cl-(KCC) parece ser el mayor responsable de
este proceso 58.
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Sistemas de intrusión de Cloro: Se han estudiado aquellas moléculas que
ayudan a acumular el ión  Cloro, aumentando la concentración a nivel
intracelular. Sabemos que las neuronas inmaduras acumulan Cloro en su
interior y hay algunos transportadores que le ayudan a ello, como por ejemplo
el co-transportador,  Na+-K+-2Cl-59  - también denominado a través de sus
siglas como NKCC -.  El NKCC presenta un patrón de expresión durante el
desarrollo que implica  variaciones temporo-espaciales; en ED-17, trabajando
con células corticales, ya se detecta la presencia de NKCC, en el soma y en las
dendritas59, su presencia va incrementando paulatinamente, alcanzando un
punto máximo en PND-7, disminuyendo paulatinamente desde PND-14, para
luego desaparecer en el adulto60. Este patrón de desarrollo se ha observado
tanto en corteza, como en hipocampo, cerebelo, y tractos de sustancia
blanca60. En otros estudios centrados el patrón de distribución de NKCC en
hipocampo, se observa que en la primera semana de desarrollo postnatal, esta
proteína estaba restringida a los cuerpo celulares de la capa piramidal,
mientras que posteriormente desaparece, y en cambio aparece en las dendritas
de células piramidales y no piramidales, siendo  este cambio de localización
concomitante al cambio funcional de despolarización a hiper-polarización 56.
Este transportador presenta varias isoformas, siendo la isoforma 1 la que
parece ser mas importante y se la denomina –NKCC1-61. La isoforma NKCC-1
se detecta en cerebro, expresándose en neuronas, inicialmente en el estrato
cortical, pero no en las zonas ventriculares o subventriculares, y sus niveles de
expresión alcanzan un pico máximo en PND-21, mantiéndose a lo largo de la
vida adulta51 . La captación de Cloro que provoca la despolarización por GABA
en las neuronas en desarrollo del neocortex de rata, es mediada por NKCC162,
y parece que favorecería la aparición de convulsiones en el cerebro en
desarrollo63.
A día de hoy podemos observar que todavía existe cierta controversia entre los
autores sobre esta molécula y sus isoformas, ya que en el párrafo anterior
decíamos que desaparecía y ahora que solo cambia de localización.
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Función Periodo Nombre Siglas
Sistemas
de
intrusión
de Cloro
Entrada de Cloro a la
célula. Aumenta la
[Cl-]intracelular.
GABA: Despolariza
Periodos de
desarrollo
embrionario y
postnatal
Na+-K+-Cl-
cotransportador
NKCC Isoformas:
NKCC1
Sistemas
de
extrusión
de Cloro
Salida de Cloro de la
célula. Aumenta la
[Cl-]extracelular.
GABA: Hiperpolariza
Animal adulto K+-Cl-
cotransportador
KCC Isoformas:
KCC-1
KCC-2
Figura 4.5 Sistemas de intrusión y extrusion de Cloro.
Sistemas de extrusión: En cambio, existe otro tipo de moléculas que actúan
como bombas de Cloro, para sacar de la célula iónes de forma activa, los
denominados sistemas de extrusión.  Su función es mantener la diferencia de
concentración entre el interior de la célula y el exterior. Como veíamos en la
introducción en neuronas adultas la concentración de Cl intracelular [Cl-]i = 7
mM, frente a una concentración extracelular de [Cl-]e = 140 mM
109. Por ello
cuando se produce una interacción macromolecular entre el GABA y su
receptor GABA-A, se produce un cambio conformacional  y se abre el canal de
Cloro,  que es la molécula pentamérica del receptor GABA-A. Los iones Cloro
entran por la diferencia de concentración existente,  y provocando que el
interior de la célula se haga más negativa, lo cual genera un potencial inhibidor;
ya que la célula tendría que recibir más entradas de información excitadora
para lograr llegar al umbral de excitación y generar un potencial de acción
excitatorio109 .
Estas moléculas que ayudan a sacar el Cloro fuera de la célula después de la
producción de un potencial inhibidor postsináptico, IPSP, para restablecer el
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potencial de reposo, son proteínas co-transportadoras. Y también presentan
patrones de desarrollo en las diferentes isoformas, siendo algunos de ellos muy
diferentes. Por ejemplo, el KCC-1 se expresa prenatalmente con niveles bajos,
y los incrementa ligeramente a lo largo del desarrollo. En cambio KCC-2, no se
expresa prenatalmente, aparece en el periodo perinatal y aumenta
tremendamente después de la primera semana de vida postnatal51. Por lo tanto
el KCC-2 sería la molécula mas significativa desde el punto de vista del cambio
de función del GABA, ya que su patrón temporal coincide. El KCC-2 , es un co-
transportador K+/Cl-, que saca Cl- de la célula, y parece que el cambio de
respuesta mediado por el receptor GABA-A de despolarización a
hiperpolarización, esta acoplado con la expresión neuronal de esta molécula64.
Varios autores proponen que el KCC-2 es el principal mecanismo de sacar
Cloro fuera de la célula64,65. Se ha propuesto que la expresión de KCC-2 es
necesaria y suficiente para terminar con el periodo despolarizante del GABA e
iniciar la hiperpolarización, y la expresión de KCC-2 comienza durante la
segunda semana de vida de desarrollo postnatal66. Otros autores asignan a
esta molécula un papel critico en la construcción de circuitos GABAérgicos
durante el periodo postnatal67,68,69. Otros autores que estudiando el nivel de
expresión a través de anticuerpos específicos para una región especifica de la
proteína KCC2,  observan que KCC2 tiene unos niveles mínimos al nacer pero
aumenta significativamente durante el desarrollo postnatal y esto es el patrón
opuesto  al co-transportador Na-K-2Cl – NKCC -que se expresa de forma
abundante en el cerebro inmaduro y disminuye durante el desarrollo
postnatal70, lo cual volvería a confirmar su patrón temporal con el cambio de
función del GABA.
A nivel anatómico se ha estudiado la localización de KCC-2, hallándose en
retina de rata adulta, localizándose en células horizontales, células bipolares,
células amacrinas y células ganglionares; la expresión de KCC-2 comienza en
PND-1 en las zonas internas y en PND-7 en las zonas externas, llegándose a
los niveles de adulto en PND-1466. El KCC-2 se ha estudiado en cerebelo de
rata, encontrándose que la distribución es en los cuerpos celulares y dendritas
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de células amacrinas, co-localizándose con los receptores del GABA65, así
como en el núcleo coclear68, y otras áreas del tronco del encefalo69.
Queremos realizar un apunte a la importancia que puede tener la glia, en el
mantenimiento de la concentración extracelular del Cloro a lo largo del
desarrollo pre y postnatal, al llegar a la edad adulta, así como en el
mantenimiento de un patrón estable. Concretamente los astrocitos juegan un
papel fundamental en la homeostasis del sistema, ya que se ha observado que
están ampliamente implicados en todos estos procesos71,72.
Además la maduración de la homeostasis del Cloro, se ha demostrado que es
dependiente de la función cerebral y de la experiencia a la que este expuesto el
animal. En un estudio realizado en sistema auditivo de rata, relacionado con el
momento de inicio de la audición - la cual ocurre entre PND-10/12 -, se realizó
ablación de las entradas ipsilaterales o contralaterales en el LSO – Oliva
Superior Lateral - desde la cóclea, antes de la fecha de inicio de la audición,
cuando los canales de Cl- todavía son despolarizantes; observándose que esta
falta de función o exposición a los estímulos de entrada, impide que exista el
refinamiento de los circuitos mediados por GABA del LSO y una activación
posterior de la inhibición correcta 58.
Para terminar, pondremos de manifiesto que los  cambios en la concentración
intracelular del Cloro a lo largo del periodo de desarrollo, pueden tener
implicaciones no menos importantes sobre otros iones intracelulares, como el
Ca+2, o en moléculas que actúen a través de él. El GABA se ha descrito como
señal trófica durante el desarrollo cortical, facilitando el crecimiento neurítico y
se le ha ligado con los canales tipo-L de Ca+273. Así mismo las
concentraciones intracelulares de Cloro afectan a ciertas proteínas-G, a través
de los receptores GABA-B, que juegan un papel muy importante en la
regulación de la excitabilidad neuronal74.
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4.5. Vuelve a aparecer un gradiente de maduración funcional caudo-
cefálico donde el GABA pasa de actuar como despolarizante a
hiperpolarizante de la membrana postsináptica.
A día de hoy, existen numerosos trabajos publicados sobre este tema en las
diferentes zonas cerebrales. En este proceso de cambio, observamos que no
es un proceso restringido a ciertas áreas cerebrales,  sino que aparece a todos
los niveles estudiados. Recorriendo el SNC como una oleada, desde niveles
sub-corticales hasta niveles corticales superiores. Este proceso se produce en
el tiempo, desde las etapas iniciales del desarrollo postnatal, llegando al
individuo adulto, donde el sistema ya está perfectamente preparado para la
función clásica de la inhibición. El desarrollo de la inhibición se caracteriza por
modificaciones coordinadas que implican: los sistemas de neurotransmisores,
la cinética de la liberación de vesículas, los gradientes de Cloro, la expresión
de diferentes sub-unidades del receptor GABA-A, así como el numero de
entradas sinápticas75, como hemos visto en el punto anterior.
A continuación vamos a analizar las diferentes áreas cerebrales y las fechas
que proponen los diferentes autores para el cambio de función. Recordar que el
cambio de función no depende fundamentalmente de la célula que libera el
GABA - presináptica - sino de la célula que expone los receptores del GABA  -
postsináptica -, así como de los extrusores de Cl-.
Medula espinal: En medula espinal, el GABA y la glicina son los
neurotransmisores inhibidores de la rata adulta, funcionando a través de
corrientes de Cloro. Pero se ha detectado que el GABA produce
despolarización en neuronas de medula durante el periodo embrionario, desde
ED-16, cuando se comienza a medir hasta PND-1/2, momento a partir del cual
el GABA produce inhibición76. Otros autores trabajando con motoneuronas de
la zona lumbar encuentran que en PND-0/4 ya hay inhibición, pese a la
naturaleza despolarizante77. Autores trabajando el asta dorsal encuentran que
en PND-1 y PND-2 la aplicación de GABA produce despolarización en el 40%
de las células y avanzando en el tiempo en PND-6 y PND-7 la aplicación del
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GABA ya solo produce respuestas hiperpolarizantes78. En medula espinal
también hay una inhibición de la actividad de la inspiración, en las raíces
ventrales de C4, en neonatos79.
Esto nos hace pensar en un periodo crítico de transición en la naturaleza del
GABA que además se podría correlacionar con la expresión transitoria del
GABA, ya que en ED-13 cuando se detecta por primera vez, aparecen un 0,5%
de células inmunoreactivas, este porcentaje va aumentando hasta llegar al 50%
entre PND-7/10 para disminuir hasta el 20% en PND-2180.
La despolarización inducida por GABA, en un periodo crítico, puede ser
importante para la diferenciación celular porque activa canales de Ca+2-voltaje
dependientes e incrementa el Ca+2-intracelular, lo que promueve la
supervivencia de las células81. Cuando se extraen  células del asta dorsal de la
medula espinal de rata y se cultivan, inicialmente el 90% de ellas responden al
GABA y a la glicina generando una elevación transitoria de Ca+2-intracelular,
pasados 30 días en cultivo, estas células maduran en su aspecto y ya todas las
neuronas responden al GABA y a la glicina con una respuesta de
hiperpolarización82.
Este periodo critico de transición también se ha correlacionado a nivel
funcional, ya que la diferencia entre la maduración de  las corrientes inhibitorias
de GABA y los extrusores de Cloro podría ser el motivo de la hipersensibilidad
que presentan los crías de rata a estímulos nocioceptivos83.
Tronco del encéfalo: En preparaciones del tronco del encéfalo, que contenían
el ganglio del trigémino se estudiaron desde ED-13 hasta PND-6,
observándose que ya en ED-15 había algún tipo de respuesta, y la excitación
GABAérgica estaba presente en todas las edades pero era máxima entre ED-
20 y PND-184. Algunos otros estudios nos dan datos más concretos
mostrándonos que el cambio de naturaleza del GABA de despolarizante a
hiperpolarizante se lleva a cabo en un periodo de al menos dos semanas,
dependiendo del núcleo que estemos estudiando. Por ejemplo en el núcleo
medial superior de la oliva (MSO) se produce entre el PND- 5 y PND-9,
mientras que en el núcleo superior paraoliva (SPN) se produce entre ED-18 y
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PND-1, el núcleo medial del cuerpo trapezoide (MNTB) se produce en PND-10
y en el núcleo lateral superior de la oliva (LSO) se produce entre PND-4 y PND-
585. Otros núcleos del tronco del encéfalo directa o indirectamente relacionados
con el control respiratorio también presentan un periodo transitorio hasta PND-
12 donde está cambiando el equilibrio entre excitación e inhibición86.
Estudios realizados en colículo superior, ponen de manifiesto que las corrientes
GABAérgicas pasan a ser inhibitorias entre PND-1 y PND-21, pero con un
punto de inflexión importante en PND-6 y más marcado incluso entre PND-12 y
PND-15, justo en los días en los cuales se empiezan abrir los ojos de las
crías87. Parece que existe la necesidad de que los circuitos GABAérgicos
maduren justo antes de abrir los ojos, ya que el GABA contribuye a la inducción
de la LTD -long term depresión, en sus siglas en inglés- en el colículo superior
en desarrollo88.
Hipotálamo: En neuronas  de hipotálamo de rata en desarrollo también se ha
detectado una naturaleza transitoria del GABA, ejerciendo acciones excitadoras
con una actividad dosis-dependiente en células embrionarias y postnatales
tempranas, pero convirtiéndose en inhibidor en neuronas de individuos
adultos89. Teniendo en cuenta que la función neuro-secretora de las neuronas
hipotalámicas donde el ritmo y la sincronización de las descargas es
fundamental, el equilibrio entre la excitación mediada por glutámico y la
inhibición mediada por GABA90 son fundamentales.
Hipocampo: Posiblemente este es el área cerebral donde mas trabajos se han
realizado sobre el papel del GABA, de las sinapsis GABAérgicas y su cambio
de polaridad durante el desarrollo, así como del desarrollo coordinado entre la
excitación y la inhibición para el normal funcionamiento de los circuitos
cerebrales91,92. El papel excitador del GABA durante el desarrollo en el
hipocampo esta mediado por los receptores GABA-A y es dependiente de
Cloro93,94.
En el hipocampo de rata adulta la inhibición sináptica mediada por el sistema
GABAérgico juega un papel crucial evitando la expansión descontrolada de la
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actividad excitadora mediada por el ácido glutámico128. Este trabajo se realiza a
través de la hiperpolarización de la célula post-sináptica mediada por los
receptores GABA-A y los receptores GABA-B, además el GABA también limita
la liberación del neurotransmisor actuando a través de los receptores GABA-B
presinápticos95. Pero en el desarrollo embrionario y postnatal el GABA media la
mayoría de las corrientes excitatorias9, los receptores GABA-A inducen
despolarización y excitación en las células piramidales CA3 aumentando el
Ca+2 intracelular, durante la primera semana de vida postnatal -PND-7-, así
mismo lo confirman los estudios realizados in-vitro96. Aunque en otros trabajos
proponen que las células del hipocampo el cambio del GABA de
despolariazante a hiper-polarizante ocurre después de la segunda semana
postnatal76.
En el periodo del desarrollo en el cual ocurre la descarga sincrónica de GABA
por parte de las inter-neuronas del hipocampo generando potenciales de acción
puede tener una función neurotrófica para refinar los circuitos
hipocámpicos97,98. La ventana temporal en la cual ocurre esto coincide con un
patrón particular de actividad de los circuitos neurales hipocámpicos
caracterizado por periódicos Potenciales Gigantes Despolarizantes –GPD-,
estas descargas sincrónicas de las neuronas GABAérgicas excitadoras a
través de los receptores GABA-A y los receptores de glutámico, generando
oscilaciones sincrónicas de Ca+2 intracelular99. Los GPD pueden participar en
la formación de unidades funcionales en el hipocampo, generando una
interconexión eléctrica entre neuronas que forman parte de un circuito que
debe quedar perfectamente ensamblado134. Es sorprendente que el patrón de
maduración en el hipocampo sigue la misma secuencia de conectividad que en
el desarrollo, es decir: primero silencio, en segundo lugar GABA lento -
despolarizante-, tercer lugar glutámico y en cuarto lugar GABA rápido -
hiperpolarizante-100. Así pues, parece que la señalización GABAérgica juega un
papel fundamental en el ajuste del circuito hipocámpico durante el desarrollo
postnatal101.
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Corteza cerebral: En la corteza cerebral de mamíferos encontramos entre un
15-25% de neuronas GABAérgicas, dependiendo de las especies y del área
examinada102. El desarrollo postnatal de los potenciales sinápticos en el
neocortex de rata se caracteriza por la aparición secuencial de sinapsis
excitadoras e inhibitorias, con un periodo de máxima sinaptogénesis que ocurre
entre PND-11 y PND-20. Durante este periodo se va desarrollando la inhibición
mediada por el GABA. Las células piramidales responden de forma cada vez
mas eficaz con EPSPs; estos potenciales postsinápticos gradualmente
maduran durante el periodo final de desarrollo postnatal y son fundamentales
para la supervivencia y maduración de la población GABAérgica102. Parece que
el retraso del desarrollo de la inhibición sináptica en el neocortex es una
ventaja ya que promueve la plasticidad sináptica aunque simultáneamente
incrementa la susceptibilidad a las convulsiones103.
Como ya hemos dicho anteriormente se ha demostrado en cortes de tejido
embrionario y neonatal de corteza de rata, que el GABA produce respuestas
excitadoras, a través de los receptores GABA-A y esta actividad esta mediada
por gradientes de Cloro104. Esta despolarización de la membrana puede influir
en los sucesos que ocurren en el desarrollo del neocortex, incluida la
neurogénesis y la sinaptogénesis, ya que implican cambios en la concentración
intracelular del Ca+2 105.
En ciertos estudios realizados en corteza somatosensorial se observa que la
actividad inhibitoria del GABA esta retrasada con respecto a los procesos
excitadores105. Este retraso se observa tanto a nivel celular como a nivel
sináptico y es que el sistema GABAérgico parece  estar implicado en la
remodelación de circuitos y plasticidad neuronal, procesos ligados a la
experiencia y el aprendizaje, para lograr un adecuado funcionamiento de esas
áreas corticales106.
Finalmente, tanto en corteza como en otras áreas, el cambio de papel del
GABA de excitador a inhibidor en las fases tempranas del desarrollo postnatal,
parece estar ligado a los cambios ocurridos en el receptor GABA-A, y en los
mecanismos que controlan la concentración del Cloro, como poníamos de
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manifiesto en el punto anterior de la discusión.  El receptor GABA-A es una
molécula compleja, con numerosas subunidades, con una gran familia génica y
múltiples posibilidades de regulación  temporo-espacial. Una variable
importante a tener en cuenta, en próximos estudios es el hecho de que la
expresión del receptor GABA-A está modulada por neuroesteroides106,107, lo
cual puede tener importantes repercusiones en la estructuración de los circuitos
excitadores e inhibidores del SNC.
4.6. Cuando se alcanza la edad adulta el GABA esta plenamente maduro
tanto a nivel anatómico como a nivel funcional, convirtiéndose en el
neurotransmisor inhibidor más importante del SNC de vertebrados.
Al terminar el periodo postnatal de desarrollo cerebral, así como el cambio de
función en la naturaleza del GABA, nos encontramos un SNC estructurado tal
como aparece en el individuo adulto, con un patrón de distribución del GABA
como el que veíamos en la introducción y plenamente funcional en los circuitos
inhibitorios. Pero cabe preguntarse al final de todo este recorrido ¿Por qué la
inhibición es tan importante en el funcionamiento cerebral?.
Uno de los principios básicos de la neurociencia actual parte del presupuesto
de que la estructura y la función del SNC están íntimamente ligadas; por cada
función motora o acto mental que se produzca, hay un circuito cerebral
responsable de ella. Siendo el trabajo de muchos científicos lograr encontrar
dichos circuitos neurales responsables de tales funciones. Además cualquier
modelo teórico que pretenda explicar la función del SNC debe dar una
explicación razonable de la integración de la función a nivel excitación e
inhibición del sistema en general y de dichos circuitos en particular. Estos
circuitos cerebrales, integrados por unidades excitadoras y unidades
inhibidoras, se activan en un momento dado y cual de todos los posibles
subconjuntos de circuitos que actuan, se podría decidir de acuerdo a los
principios de competición selectiva que mejor se ajuste a las necesidades
adaptativas de cada momento, tal y como propone Edelman108.
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Para la excitación se ha encontrado que el neurotransmisor más potente es el
ácido glutámico, de la misma manera que para la inhibición es el GABA. ¿Será
por su semejanza estructural? ¿La transformación de ambos a cargo de la glía,
tiene algo que decirnos? A nivel cortical este diálogo se está estudiando
actualmente y esperemos que los próximos años sean fructíferos. En regiones
subcorticales nos encontramos con la dopamina en la sustancia nigra y en el
área tegmental ventral que es esencial para la función de los ganglios basales;
la acetilcolina en el núcleo basal de Meynert e implicada en la memoria; la
norepinefrina en el locus ceruleus y la serotonina en el núcleo del Raphe,
ambos modulando aspectos mas globales del procesamiento del estimulo
incluido el nivel de alerta y el componente emocional, entre otros. El balance
global de las actividades neuroquímicas excitadoras e inhibidoras esta en la
base de todos los procesos cerebrales y por extensión de la estabilidad del
sistema13.
La función excitadora y el acido glutámico han sido ampliamente estudiados,
pero  comparativamente la función inhibitoria en el campo de la neurociencia no
ha sido tan ampliamente estudiada, si bien hay autores que han dedicado su
trayectoria al estudio del GABA, sus receptores, su neuroquímica y las sinapsis
GABAérgicas109,110. Ya que el GABA es responsable de gran parte de la
inhibición que se lleva a cabo en el SNC, los problemas que aparezcan tiene
virtualmente un gran efecto en su funcionamiento, especialmente en la
aparición de convulsiones, pero también en otros trastornos111. Tenemos
algunos claros ejemplos de este papel fundamental que ejerce la inhibición, en
trastornos como la Corea de Huntintong, entre otros, que pasamos a detallar a
continuación.
La Corea de Huntington es un trastorno hereditario que suele comenzar a
provocar síntomas clínicos en la 3ª o 4ª década de vida. Se inicia por
movimientos en sacudidas de las articulaciones individuales y continua con
movimientos distorsionados graves y progresivos de todo el cuerpo. Además
lleva asociado a las disfunciones motoras una demencia paulatina que termina
siendo grave. Se piensa que estos movimientos incontrolados son
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consecuencia de la perdida progresiva de la mayoría de los cuerpos celulares
de la neuronas GABAérgicas del núcleo caudado y el putamen112. Las
terminales axónicas de estas neuronas normalmente producen la inhibición del
globo pálido y de la sustancia nigra, y la perdida de esta inhibición es lo  que
causa los estallidos espontáneos de actividad del globo pálido y la sustancia
nigra que producen los movimientos de distorsión113.
Los sistemas de flujo de información: En el desarrollo de la ruta visual de
humanos, la vía de inhibición de retorno se desarrolla entre los 6-8 meses de
vida, y es un mecanismo por el cual se impide que la atención visual se
devuelva a un lugar recientemente procesado, de forma que permite que
continuemos explorando nuestro campo visual con una adecuada relación
espacio-temporal, atendiendo a nuevos estímulos. Esta función esta regulada
por la maduración progresiva del colículo superior, del pulvinar y del lóbulo
parietal114.
Los núcleos talámicos ejercen una modulación temprana sobre la entrada
sensorial115, existen además otros sistemas de control de los flujos de
información basado en la teoría de los controles. Las aproximaciones de las
redes informáticas han permitido hacer aplicable al procesamiento sensorial
algunas formas de entender el flujo de información en sistemas modulares116.
De forma que a nivel talámico nos encontramos con dos sistemas de control: el
balance de la señal y la modulación de la entrada115.
A nivel cortical encontramos varios sistemas de control inhibitorio114:
- Retroalimentación: modulación de la señal de una forma retrograda, como
una retroalimentación positiva -reforzamiento- o como retroalimentación
negativa -debilitación-.
- Anteroalimentación: la magnitud de la señal de algunos circuitos neuronales
influencia circuitos posteriores, actuando de forma anterograda positiva o
negativa.
- Inhibición y acentuación distales: Permiten que los circuitos neuronales de
niveles superiores como corteza motora o mesencéfalo puedan modular el flujo
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de información en circuitos de menos nivel (eg: circuitos corticales sobre los
núcleos talámicos).
Las convulsiones: Parece que el origen de las convulsiones o epilepsia esta en
una descarga incontrolada de las neuronas excitadoras por una falta de
inhibición adecuada, pensándose en una anormalidad bioquímica en las
neuronas GABAérgicas117. Teniendo en cuenta el impacto de esta patología en
humanos, durante los últimos años se ha trabajado intensamente en modelos
animales de epilepsia, basados en el estudio de las células GABAérgicas así
como en los receptores de dicho neurotransmisor118, especialmente en ratas.
Cuando se han estudiado epilepsias del lóbulo temporal, la estimulación del
hipocampo induce episodios agudos de estatus epilépticos en ratas,
observándose que hay un aumento de excitabilidad y un descenso de inhibición
en las células piramidales CA1 en animales epilépticos119.
Se ha comprobado que las células extraídas de cerebros inmaduros presentan
unas características fisiológicas que las hace más vulnerables a la
epileptogénesis120. Existe una ventana en el desarrollo postnatal, donde las
neuronas corticales reciben una poderosa entrada sináptica a través de los
receptores NMDA de duración y latencia variable, que les hace presentar
mayor sensibilidad a la epileptogénesis, esta susceptibilidad no se da ni en
animales recién nacidos ni en animales adultos, y puede ser en parte
consecuencia de la relativa inmadurez del sistema de inhibición mediado por
GABA121. Parece que durante el periodo perinatal  hasta PND-7, la capacidad
de sintetizar GABA es más alta (74,1% del basal). Posteriormente en PND-
28122 se produce un 44,1% del basal. Las neuronas del hipocampo son
especialmente vulnerables al desarrollo de convulsiones durante periodo de
transición de función excitadora a inhibitoria123,124.
Como hemos visto anteriormente, en el neocortex de la rata, entre PND-11 y
PND-20 se produce un periodo de máxima sinaptogénesis, periodo en el cual
se desarrolla la inhibición GABAérgica, la falta de inhibición funcional en
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periodos tempranos del desarrollo permitiría una gran actividad neural y una
plasticidad sináptica aumentada para formar las conexiones sinápticas
adecuadas. Podría parecer que esta falta de inhibición sobre los procesos
excitadores aumentaría la vulnerabilidad de la corteza a convulsionar125.En los
estudios recientes, hay una creciente evidencia de que la epilepsia está
mediada por alteraciones en el receptor GABA-A, de hecho se ha asociado una
mutación en uno de los genes que codifican la amplia familia de sub-unidades
con un tipo de epilepsia familiar126,118. Así mismo en las epilepsias idiopáticas
se pueden generar convulsiones al aplicar picrotoxina, que como sabemos
actúa como  antagonista del receptor GABA-A126.
De la lectura de estos y otros muchos trabajos, llegamos a la conclusión de la
importancia  que tenia realizar un estudio sobre  la  aparición del GABA durante
el periodo embrionario, postnatal y en el animal adulto, ya que es uno de los
primeros neurotransmisores que aparece, y el mas importante en la inhibición
de cerebro de mamíferos.  Como además el GABA no se sintetiza en un área
específica del cerebro y desde ahí ejerce su función, como seria el caso de las
catecolaminas127, sino que se sintetiza in-situ, nos propusimos la realización de
unos mapas ya que aparecía en todas las áreas cerebrales que se han
estudiado. Todo ello  nos permitiría confirmar o refutar  nuestra hipótesis de
partida.
GABA versus Glutámico
Pero hablar de los procesos de excitación e inhibición no es tan simple como
hablar de los dos neurotransmisores mas implicados en el campo de la
inhibición y la excitación: GABA y Glutámico. Si bien es imprescindible
comprender su estructura y función, es en la correlación donde ambos
adquieren toda su dimensión; podríamos decir que el total – la función cerebral
– es mas que la suma de las partes – inhibición versus excitación-.
En nuestro trabajo partimos de la hipótesis de que este dialogo entre excitación
e inhibición  necesita una estructura cerebral organizada para lograr dar una
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respuesta motora adaptativa. Esta estructura cerebral, en mamíferos, pasa por
diferentes estadios de maduración hasta lograr la organización neurológica del
animal adulto, esto es: el desarrollo embrionario, el desarrollo postnatal y
estadio de adulto.
Nuestra hipótesis de partida seria:
“La inhibición es tan importante en el S.N.C. que antes de empezar a
ser activa la respuesta excitadora o la función motora tiene que estar
organizado un sistema de inhibición, para prevenir la destrucción  del
sistema”.
Esta hipótesis partía de los diferentes estudios sobre patologías que implican
un mal funcionamiento de los sistemas inhibitorios y sus consecuencias sobre
la función del S.N.C.
Estos dos neurotransmisores - ácido glutámico y GABA - están especialmente
implicados en la regulación de la cito arquitectura cerebral, ya que las
interacciones entre ambos regulan el crecimiento neurítico, como se ha visto en
neuronas de hipocampo de rata128. En animales  adultos el GABA previene la
regresión dendrítica que es inducida por Glutámico128. Si se aplica Glutámico
en concentraciones menores a 10µm se detiene el crecimiento de neuritas, si
se aumenta la concentración se reduce la longitud de las mismas y si llegamos
a concentraciones  mayores de 100µm se detiene también el crecimiento
axonal, frente al GABA que actúa como promotor de la sinaptogénesis y del
crecimiento neurítico. En cualquier caso hace falta un nivel de actividad
eléctrica optima para el crecimiento neurítico, ya que un exceso de excitación
por efecto del Glutámico como un exceso de inhibición por efecto del GABA,
puede suprimir el crecimiento de las neuronas128.
En neuronas cultivadas, que proceden de embriones de rata, de diferentes
zonas como el hipocampo, la región septal y el neocortex, se observa que en
todas ellas se desarrolla antes la sensibilidad al GABA que la sensibilidad al
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Glutámico, es decir los receptores GABAérgicos aparecen antes que los
receptores glutaminérgicos129. Estudios en otras áreas así lo confirman: los
receptores del GABA preceden en su aparición a los receptores de Glutámico
en el desarrollo de hipotálamo, siendo las neuronas embrionarias del
hipotálamo sensibles a la liberación del GABA130.
Pero una vez han aparecido los receptores de  Glutámico, estos son mas
sensibles a la regulación de factores producidos por el entorno local, como
aquellos producidos por  astrocitos, que los receptores del GABA que se
muestran mas insensibles a ellos130.
Para la formación de sinapsis en el SNC se piensa que hay un proceso de
reconocimiento entre la neurona presináptica y la neurona postsináptica que las
lleva a formar un circuito definitivo, y se observa que en la formación de los
lugares de liberación de Glutámico hay una fuerte influencia de factores ligados
a la célula diana, en cambio la formación de sinapsis funcionales GABAérgicas
es independiente del tipo de neurona diana, sugiriendo otro tipo de control131.
De hecho en la formación de los circuitos GABAérgicos en la ruta visual de rata
en el colículo superior se forman de forma independiente a la actividad
visual132, no así en la excitación, donde se sabe que la entrada de información -
los inputs- sensoriales producen un refinamiento de los mapas topográficos,
ligada a la plasticidad dependiente de actividad.
Además en células de corteza de rata cultivadas se observa que el GABA tiene
un efecto modulador en la liberación de Glutámico en la sinapsis y este proceso
se realiza  a través de los receptores GABA-A133.
En el hipocampo de rata, durante el desarrollo pre y postnatal temprano, todo
este proceso ha sido ampliamente estudiado y se observa que las neuronas
GABAérgicas de los días ED-16/17 y sus sinapsis se desarrollan antes que las
glutaminérgicas, que lo hacen en los días ED-16/21134. Así mismo los estudios
de arborización sugieren que las ínter neuronas GABAérgicas maduran y
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arborizan antes que las células piramidales, y son las sinapsis GABAérgicas las
primeras que se establecen sobre as células piramidales134.
La actividad eléctrica del hipocampo en la primera semana de vida postnatal se
caracteriza por unos Potenciales Gigantes Despolarizantes, espontáneos que
son el resultado de la actividad eléctrica GABAérgica y glutaminérgica, es decir
ínter neuronas y células piramidales descargando sincrónicamente. Estas
oscilaciones que parece que actúan  accionadas en red, pueden participar en la
formación de unidades neuronales funcionales: siguen la regla hebbiana
”neuronas que disparan juntas se  conectan juntas”134.
Así mismo en el hipocampo, durante la transición entre el periodo juvenil y el
adulto, cuando el GABA pasa de ser un neurotransmisor que despolariza a un
neurotransmisor que hiperpolariza, se produce una maduración de las reglas
de inducción de la potenciación a largo plazo, para que se produzca este
proceso parece que la inhibición GABAérgica es imprescindible, dándose el
cambio en el papel de los receptores GABA-A135.
Durante el desarrollo embrionario y la primera etapa de vida postnatal hay una
superproducción y abundancia de neuronas y sinapsis tanto a nivel excitador
como inhibidor. Durante este periodo de sinaptogénesis pasamos por ciclos de
formación y de regresión de sinapsis, donde estas van ha cambiar de tipo,
forma, número y función. Estos cambios se producen tanto por factores
genéticos como epigenéticos y darán lugar a enagramas o registros neurales
de larga duración. Pero en el concepto clásico de sinapsis hebbiana, una
neurona que se usa repetidamente se refuerza y adquiere mayor eficacia,
potenciándose a largo plazo. Así mismo se eliminan aquellas que no hayan
sido estimuladas. Una sinapsis así reforzada desciende el umbral de respuesta
o necesita estímulos de menor intensidad para responder136.
Tanto las conexiones excitadoras como las inhibitorias son necesarias para
determinar las propiedades de la respuesta neural de un circuito y su
comportamiento. Se ha estudiado abundantemente la sinaptogénesis de la
IV. DISCUSIÓN
EVOLUCIÓN ONTOGENÉTICA DE UN SISTEMA DE NEUROTRANSMISIÓN EN ENCÉFALO Y MÉDULA DE RATA
BAJO LA DIRECCIÓN DE LA DOCTORA ROSARIO GARCÍA CORDOVILLA
MARÍA JESÚS LÓPEZ JUEZ U.C.M. 2007
237
excitación y como se refinan sus circuitos tanto por eliminación de ciertas
sinapsis como por el fortalecimiento de otras. Pero se han realizado muchos
menos trabajos en demostrar como se organizan los circuitos inhibitorios. Esto
es debido, en parte a la dificultad técnica que supone el hecho de que la
inhibición este ligada, en general, a interneuronas repartidas entre neuronas
excitadoras.
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V. CONCLUSIONES
Después del trabajo realizado, podemos plantear ciertas conclusiones, que
pensamos nos pueden permitir avanzar en el conocimiento y la comprensión de
algunos principios básicos de la neurociencia actual.
Una teoría unificadora de toda la función cerebral esta aún muy lejana, pero
algunos principios organizadores van estando mas claros. Cualquier modelo
que pretenda explicar el funcionamiento cerebral debe integrar los procesos
excitadores e inhibidores, así como los flujos de información que de ellos se
derivan. Esta posible teoría unificadora de la función cerebral debe tener en
cuenta que el SNC presenta una gran carga genética pero que
simultáneamente está sometido a la interacción con el entorno que permite una
gran plasticidad en los circuitos y que estos circuitos responsables del
comportamiento estarán sometidos a procesos de selección natural: genética,
medio ambiente, selección…, el escenario es complejo.
A partir del trabajo realizado nos atrevemos a proponer los siguientes
conclusiones:
1. El neurotransmisor GABA es el neurotransmisor inhibidor más
importante en el cerebro de mamíferos adultos.
2. El desarrollo ontogenético del neurotransmisor GABA es complejo y se
prolonga a lo largo  del periodo embrionario y el periodo postnatal.
3. Durante el desarrollo del neurotransmisor GABA este sufre
transformaciones estructurales y funcionales.
4. Durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano la función del
GABA es despolarizar la neurona postsináptica.
5. La transformación de la función del neurotransmisor GABA depende del
cambio de la estructura de los receptores, especialmente del receptor
GABA-A y de la concentración del ión Cloro en el medio.
6. El periodo durante el cual el sistema gabaérgico actúa como
despolarizante coincide con un periodo critico de maduración de los
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sistemas neurales, ya que según la ley de Hebb,  “sistemas que
disparan juntos  funcionan juntos”.
7. La patología ligada a los problemas de inhibición en la edad adulta como
la epilepsia, parecen ligados a la ineficacia ó dificultad de la
transformación de la función despolarizante a hiperpolarizante de forma
fluida en ese momento clave del desarrollo.
8. Todo esto convierte al sistema gabaérgico en este periodo de transición
clave para la comprensión de diferentes enfermedades y patologías así
como su tratamiento.
9. El sistema gabaérgico se puede convertir en este periodo en una diana
farmacológica pero es necesario seguir investigando en esta dirección.
Somos conscientes de que este trabajo deja muchas cuestiones sin resolver y
que haría falta continuar con el estudio pormenorizado de algunas de ellas que
no son el objeto de esta tesis. Sirva como ejemplo algunas que planteamos
para continuar investigando en el futuro:
• Estudiar la  importancia de los periodos madurativos tanto a nivel
anatómico como funcional.
• Profundizar en el estudio del dialogo excitación-inhibición en la
construcción de los circuitos cerebrales y por ende en el
funcionamiento cerebral.
• Continuar con el estudio pormenorizado del periodo de transición
del neurotransmisor GABA como despolarizante a
hiperpolarizante en las diferentes estructuras cerebrales. Así
como las implicaciones funcionales del cambio de papel del
neurotransmisor.
• La posibilidad de encontrar una diana farmacológica para este
periodo de transición que es concordante con el periodo de
vulnerabilidad a las convulsiones y que permitiera mejorar la vida
de esos pacientes.
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VII. Apéndice 1: Abreviaturas
 Acetil CoA: Acetil Coenzima A
 ADN: Ácido deoxiribonucleico
 AMP-c: Adenil monofosfato-ciclico
 AMPA:  Ácido Alpha-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazol propiónico.
 ATP: adenil trifosfato
 Ba: Bario.
 bp: pares de bases
 β-CCM: metil-β-carbolina-3-carboxilato.
 Ca+2: calcio ionico
 Cl-: Cloro ionico
 CO+2: Anhídrido carbónico.
 CP: Cortical Plate – Sustrato cortical.
 CRL: Crown-rump lenght – Longitud corona-cuartos traseros
 ECl-: Potencial de, equilibrio, reversión o inversión del Cloro
 ED: Embryonic day – Día de gestación embrionaria
 EPSPs: Excitatory post synaptic potencial: Potencial excitador
postsináptico
 GABA: Ácido γ-amino butírico
 GABA-T: Ácido γ-amino butírico trans-aminasa
 GABA-A: Receptor A del Ácido γ-amino butírico
 GABA-B: Receptor B del Ácido γ-amino butírico
 GABA-C: Receptor C del Ácido γ-amino butírico
 GAD: Ácido γ-amino butírico descarboxilasa
 GAT 1/4: Transportadores del GABA
 GDP: Guanidil Difosfato
 GDP: Potenciales Gigantes Despolarizantes
 GTP: Guanidil trifosfato
 Glu: Ácido glutámico
 IR: Inmuno reactivas
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 IPSPs: Inhibitory post synaptic potencial: Potencial inhibitorio
postsinaptico.
 K: Potasio
 KD: kiloDalton.
 KCC: Potasio Cloro Cotransportador
 LTP: Long Term Potenciation - Potenciación  a largo plazo.
 LTD: Long Term Deprivation- Deprivación/Supresión a largo plazo.
 LSO: Oliva Superior Lateral
 mRNA: Ácido ribonucleico – mensajero
 Mg: Magnesio
 µM: microMolar
 µm: micrometros.
 mM: miliMolar
 Mn: Manganeso
 mseg: miliSegundos
 mV: miliVoltios
 Na: Sodio
 Ni: Niquel
 NAD:
 NADH:
 NMDA: Receptor N-metil-D-Aspártico
 Non-NMDA: Receptor No-
 N-metil-D-Aspártico
 NT: Neurotransmisor
 NGF: Neural Growth Factor – Factor de crecimiento neural
 NKCC: Sodio Potasio Cloro Co-transportador
 PND: Postnatal day – Día de vida postnatal
 PP: Primodium plexiforme.
 PV: Parvoalbumina.
 SNC: Sistema nervioso central.
 Sr: Estroncio.
 SV: Subventricular Zone – Zona subventricular
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 TH: Tirosina hidroxilasa.
 UMLS: Unifed Medical Languaje System – Sistema de lenguaje medico
unificado.
 Vm: Potencial de membrana
 VZ: Ventricular Zone – Zona ventricular
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